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ADP    Adenosindiphosphat 
Ak    Antikörper  
AP    alkalische Phosphatase 
Apaf-1   apoptosis-activating factor-1  
APS    Ammoniumpersulfat 
Bp    Basenpaare  
BSA    bovine serum albumin 
    (Rinderserumalbumin) 
CO2    Kohlendioxid  
Daxx    death-associated protein  
DD    death domain 
(Todesdomäne)  
DED    death effector domain 
(Todeseffektordomäne) 
DMEM   Dulbecco`s modified Eagle`s Medium 
DNA    Desoxyribonucleic acid   
(Desoxyribonukleinsäure)  
ECL    enhanced chemiluminescence 
ELISA    enzyme-linked immunosorbent assay  
FADD    Fas-associated death domain 
FasL    Fas-Ligand 
Fc    Fragment crystaline, C-terminaler Bereich des 
Antikörpers  
FCS    fetal calf serum 
(Fötales Kälberserum) 
FLICE Fas-associated death domain-like interleukin-1 beta 
converting enzyme 
HLA    Human leukocyte antigen 
(Hauptleukozytenantigene) 
ICE    Interleukin converting enzyme 
    (Interleukin Konvertierungsenzym) 
IFN    Interferon 





IL    Interleukin 
MHC    major histocompatibility complex  
    (Hauphistokompatibilitäts-Komplex) 
MMP    Matrixmetalloproteinasen 
mRNA   messenger RNA  
NLS    nuclear localisation signal 
    (Kernlokalisationssignal) 
OA    Osteoarthrose 
OA-SF   Osteoarthritis synovial fibroblasts 
(synoviale Fibroblasten von OA Patienten) 
PARP    Poly (ADP-Ribose) Polymerase 
PCR    Polymerase chain reaction 
    (Polymerasekettenreaktion) 
RA    rheumatoide Arthritis 
RA-SF   rheumatoid arthritis synovial fibroblasts 
(synoviale Fibroblasten von RA Patienten) 
RF    Rheumafaktor 
rhFasL   rekombinanter humaner FasL 
RISC    RNA induced silencing complex    
SCID    severe combined immunodeficiency 
SDS     Sodium dodecyl sulfat 
    (Natriumdodecylsulfat) 
SENP-1   SUMO-specific protease 1 
    (SUMO spezifische Protease 1) 
siRNA    small interfering ribonucleic acid 
(kurze interferierende Ribonukleinsäure) 
SUMO-1    small ubiquitin-like modifier 1 
TNFα    Tumor Nekrose Faktor α 
TNFR1   Tumor Nekrose Faktor Rezeptor-1 








1 Einleitung  
 
Die rheumatoide Arthritis (RA) des Menschen, auch als primär chronische 
Polyarthritis bezeichnet, gehört zu den Autoimmunerkrankungen. Bei dieser 
Erkrankung kommt es zu einer Entzündung des Bindegewebes, mit bevorzugter 
Manifestation an der Gelenkinnenhaut, dem Synovium. Die Synovialitis führt zu 
einem Gelenkerguß und zu einer Schwellung der betroffenen Gelenke, die sich 
klinisch als sehr schmerzhafte bilateral-symmetrische Arthritis, vor allem der 
Handgelenke, zeigt. Diese Gelenkentzündungen weisen einen periodischen 
Verlauf  mit unterschiedlicher Intensität auf und führen häufig zu Deformationen 
der betroffenen Gelenke (SMITH u. HAYNES 2002), die mit einer 
Funktioneinschränkung einhergehen. Das radiologische  Bild  der  RA  ist 
vorwiegend durch  Erosionen charakterisiert und zeigt in den ersten Jahren die 
stärkste Progression. Labordiagnostisch ist die RA durch unspezifische 
Entzündungszeichen, wie mäßige bis beschleunigte Blutsenkungsge-
schwindigkeit sowie dem Auftreten von Rheumafaktoren gekennzeichnet. Bei 
der RA können neben den Gelenken auch extraartikuläre Manifestationen 
auftreten. Dazu gehören Pleuritis, Perikarditis, Vaskulitis (SWEENEY u. 
FIRESTEIN 2004) sowie subkutane entzündliche Knoten (SMITH u. HAYNES 
2002) mit Prädilektionsstellen an den Handgelenken und Ellenbogen. Die RA 
tritt bei 1% der Bevölkerung auf, wobei zweimal mehr Frauen als Männer 
betroffen sind. Das Alter der erkrankten Patienten liegt zwischen dem 30. und 
55. Lebensjahr (SWEENEY u. FIRESTEIN 2004). 
Die Diagnosestellung der RA erfolgt anhand vereinheitlichter Diagnosekriterien 
des American College of Rheumatology (ACR) aus dem Jahr 1987 (ARNETT et 
al. 1988). Von diesen 7 Kriterien müssen mindestens 4 für die Diagnose der 






Tabelle 1: Klassifikationskriterien für die rheumatoide Arthritis nach dem American 
College of Rheumatology (ACR) 
_______________________________________________________________ 
ACR Kriterien der rheumatoiden Arthritis 
 
-     Morgensteifigkeit der Gelenke ( von mind. 1 Stunde Dauer) > 6 Wochen 
- Arthritis mit tastbarer Schwellung in 3 oder mehr Gelenkregionen > 6 
Wochen 
- Arthritis in Hand- oder Fingergelenken > 6 Wochen 
- Symmetrische Arthritis (gleichzeitig, beidseits die gleiche Gelenkregion) > 6 
Wochen 
- Rheumaknoten 
- Rheumafaktornachweis im Blut 










2 Literaturübersicht und Zielsetzung 
2.1 Die rheumatoide Arthritis 
2.1.1 Die Ätiologie der rheumatoiden Arthritis 
Die Ätiologie der RA ist noch weitgehend unbekannt, aber es werden 
verschiedene Ursachen, wie genetische Dispositionen, hormonelle Einflüsse 
und Infektionen, diskutiert.  
Bei den genetischen Dispositionen spielen die Haupthistokompatibilitäts-
antigene oder Human leukocyte antigen (HLA) eine wichtige Rolle. Sie werden 
von einem Genkomplex, dem Haupthistokompatibilitäts-Komplex oder Major 
histocompatibility complex (MHC) kodiert und dienen der Erkennung von 
körpereigenen und körperfremden Zellen. Die Expression der HLA erfolgt durch 
verschiedene Zelltypen. Die HLA sind Glykoproteine, die zu der Immunglobulin-
Superfamilie gehören und sich in 3 Gruppen (HLAI, HLAII und HLAIII) mit 
unterschiedlicher Struktur gliedern. Die HLAII Moleküle bestehen aus 2 
Polypeptidketten, einer α- Kette (32kDa) und einer β-Kette (29kDa) (REVEILLE 
1998), welche beim Menschen durch die 3 Gene DP, DQ und DR auf dem 
Chromosom 6 codiert werden (ALBANI u. ROUDIER 1992). Bei der 
Untersuchung der verschiedenen Subtypen der HLA-DR wurde die Sequenz 
(QK(R)RAA) entdeckt, die auch als „shared epitope“ bezeichnet wird 
(GREGERSEN et al. 1987). Verschiedene Forschergruppen konnten eine 
erhöhte Disposition für RA bei Patienten nachweisen, die diese Sequenz auf 
dem HLA-DR Gen aufweisen (GARAVITO et al. 2004; BONGI et al. 2004). 
Die erhöhte Empfänglichkeit für Frauen an RA zu erkranken, kann auf 
hormonelle Ursachen zurückzuführen sein, da z.B. ein Zusammenhang 
zwischen dem Stillen und dem Auftreten von RA besteht (JORGENSEN et al. 
1996). Hierbei  spielt das Hormon Prolaktin eine ursächliche Rolle (OLSEN u. 
KOVACS 2002). Ein weiteres Hormon, das bei Männern und Frauen, die an der 
RA erkrankt sind, eine Rolle spielt, ist das Estrogen. Ein erhöhter Spiegel 
dieses Hormons wurde in der Synovialflüssigkeit von RA Patienten 
nachgewiesen und es konnte gezeigt werden, dass es die synoviale 
Zellproliferation von Makrophagen und Fibroblasten steigert (CUTOLO et al. 
2003). 
Virale Infektionen zählen zu den Umwelteinflüssen, die möglicherweise an der 





Parvovirus B19 (COHEN et al. 1986) und die Infektion mit dem Epstein-Barr 
Virus (SAAL et al. 1999). Stransky et al. konnten in Untersuchungen der 
Synovialflüssigkeit von RA Patienten Virus-ähnliche Partikel vom C Type 
nachweisen (STRANSKY et al. 1993). 
 
2.1.2 Das rheumatoide Synovium 
Das synoviale Gewebe der rheumatoiden Arthritis zeichnet sich durch ein 
aggressives Wachstum und nachfolgender Zerstörung von Gelenkstrukturen, 
wie dem Gelenkknorpel und Knochen, aus (FIRESTEIN 2003). Dies ist ein 
wichtiges Merkmal, wodurch sich die RA von anderen Gelenkerkrankungen 
unterscheidet (PAP et al. 2000). Das Gelenk ist von einer Gelenkkapsel 
umgeben, die sich in die  äußere Schicht, das Stratum fibrosum, und in die 
innere Schicht, das Stratum synoviale, gliedert, welches die Synovialflüssigkeit 
produziert. Das Stratum synoviale besteht aus der oberflächlichen 
Deckzellschicht oder „Lining“, die 1-4 Schichten von Synoviozyten umfaßt, und 
der darunter liegenden „Sublining“. Die Deckzellschicht besteht vorwiegend aus 
zwei Zellpopulationen, den Makrophagen-ähnlichen Synoviozyten (Typ A-
Synoviozyten) und den Fibroblasten-ähnlichen Synoviozyten (Typ B-
Synoviozyten) (CUTOLO et al. 1993), wobei die Fibroblasten-ähnlichen 
Synoviozyten den geringeren Anteil an dieser Zellpopulation ausmachen. 
Die Pathophysiologie der RA ist durch drei typische Eigenschaften 
charakterisiert : erstens  die synoviale Hyperplasie, zweitens eine abnormale 
zelluläre und humorale Immunantwort und drittens einer chronisch, 
systemischen Entzündung (GAY et al. 1993). Die synoviale Hyperplasie der 
Deckzellschicht in der RA, die teilweise bis auf 10 Schichten verdickt ist, 
resultiert aus einer erhöhten Anzahl von Makrophagen- und Fibroblasten-
ähnlichen Synoviozyten (LIU u. POPE 2003; FIRESTEIN 2003). In der 
Sublining findet sich eine erhöhte Gefäßneubildung (LIU u. POPE 2003) und 
Infiltrationen von CD4+T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen, die sich teilweise 
als lymphknotenähnliche Aggregate darstellen (FIRESTEIN 2003). Diese 
Aggregate  finden sich vor allem perivaskulär und setzen sich zum 
überwiegenden Teil aus T-Zellen zusammen (ZIFF 1989). Die CD4+T-Zellen 
exprimieren  CD29/CD45R0 und  gehören somit zu den Memory T-Zellen 





unterteilt, T-Helfer 1 (TH-1)  und T-Helfer 2 (TH-2) Zellen. Die TH-1 Zellen 
produzieren proinflammatorische Moleküle wie IL-2, IFN-γ und TNFα. Die TH-1 
Zellen regulieren die Zytotoxizität und die Typ IV Immunantwort (CHER u. 
MOSMANN 1987; TSICOPOULOS et al. 1992). Die TH-2 Zellen produzieren  
Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-10.  Diese wirken auf die B-Zell Aktivierung und 
Differenzierung (SMITH u. HAYNES 2002). Die TH-2 Zellen regulieren die 
Produktion von Antikörpern und spielen eine Rolle bei allergischen Reaktionen 
(STEVENS et al. 1988). Bei Autoimmunerkrankungen im Tiermodell  konnte 
eine Überaktivität der TH-1 Zellen  festgestellt werden, wobei die Zytokine der 
TH-2 Zellen zu einer Unterdrückung der Erkrankung führten (LIBLAU et al. 
1995). In Untersuchungen des rheumatoiden Synoviums konnte gezeigt 
werden, dass die T-Zellen große Mengen an IFN-γ, aber kein IL-4 produzieren 
(MILTENBURG et al. 1992; QUAYLE et al. 1993). Immunhistologische 
Untersuchungen des Synoviums im frühen Stadium der rheumatoiden Arthritis 
zeigen eine klassische Typ IV Immunantwort, die durch die Produktion von 
proinflammatorischen Zytokinen der TH-1 Zellen hervorgerufen wird (DECKER 
et al. 1984). Im weiteren Verlauf der Erkrankung  werden  durch  die Typ A-
Synoviozyten Zytokine, wie TNFα und IL-1 produziert. Diese Zytokine aktivieren 
Matrixmetalloproteinasen und Eicosanoide und führen zu einem 
Vorranschreiten der Knochen- und Knorpeldestruktion (FIRESTEIN 1991; 
DAYER  2002).  
Die B-Zellen des rheumatoiden Synoviums synthetisieren Antikörper, von 
denen der wichtigste als Rheumafaktor bezeichnet wird (DE CLERCK 1995). 
Der Rheumafaktor ist ein polyklonaler Immunglobulin-M-Autoantikörper, der 
direkt an die Fc-Region von IgG bindet. Dies führt zur Bildung von 
Immunkomplexen (SMITH u. HAYNES 2002). Die Synthese der 



















Abbildung 1  Darstellung des rheumatoiden Synoviums  
Im linken Bild wird operativ entferntes rheumtoides Synovialgewebe gezeigt. Auffällig 
ist die entzündlich veränderte und deutlich verdickte Gelenkinnenhaut. Von diesem 
Gewebe wurde ein histologischer Schnitt angefertigt der in HE-Färbung im rechten Bild 
dargestellt wurde. Zu erkennen ist eine synoviale Hyperplasie der Deckzellschicht. Die 
dunkelblauen Bereiche sind Infiltrationen von CD4+T-Zellen, B-Zellen und 




2.1.3 Die Rolle der synovialen Fibroblasten 
Untersuchungen der letzten Jahre zeigen, dass die rheumatioden synovialen 
Fibroblasten (RA-SF) eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der RA 
spielen (GAY et al. 1993; PAP et al. 2003). Eine wichtige Erkenntnis ist hierbei, 
dass die RA-SF der Deckzellschicht eine veränderte Morphologie und ein 
verändertes Verhalten im Gegensatz zu Fibroblasten der Sublining oder 
Fibroblasten aus gesundem Synovialgewebe zeigen (PAP et al. 2000). Die RA-
SF der Deckzellschicht, die auch als aktivierte oder transformierte Fibroblasten 
bezeichnet werden, unterscheiden sich deutlich im Phänotyp von den 
Fibroblasten aus gesundem Synovialgewebe. Sie zeichnen sich durch einen 
runden Zellkörper, einen großen, hellen Zellkern und prominente Nukleoli aus 
(FASSBENDER 1983). Das veränderte Verhalten zeigt sich in einem Mangel an 
Kontaktinhibition beim Wachstum, der Proliferation der Zellen unabhängig von 
der Anheftung und der Expression von Onkogenen (DAVIS 2003). Das severe 
combined immunodeficiency mouse co-implantations model (SCID Maus 
Modell) beweist, dass die RA-SF an der Zerstörung des Gelenkknorpels 
beteiligt sind. Hierbei werden RA-SF zusammen mit humanem Knorpel unter 
die Nierenkapsel von immundefizienten Mäusen implantiert. Diese Mäuse 
können aufgrund eines Defektes in der humoralen und zellulären Immunabwehr 





den Knorpel in Abwesenheit von humanen Immunzellen untersucht werden. In 
diesen Untersuchungen zeigen die RA-SF ein invasives Wachstum mit 
Zerstörung des Knorpels. Im Gegensatz dazu konnte das invasive Wachstum 
bei Ko-implantationen mit normalen synovialen Fibroblasten, 
Osteoarthrosefibroblasten (OA-SF) oder Hautfibroblasten nicht gezeigt werden 
(MULLER-LADNER et al. 1996). Im Bereich der Knorpeldestruktion konnte in 
den RA-SF die Expression von VCAM-1 (MULLER-LADNER et al. 1996) 
nachgewiesen werden. VCAM-1 ist ein Fibronektin- und Gefäßzelladhäsions-
rezeptor. Die Expression von Adhäsionsmolekülen ermöglicht es den RA-SF, 
sich an den Gelenkknorpel anzuheften und diesen im weiteren Verlauf zu 
zerstören. Es wurde festgestellt, dass die synovialen Fibroblasten der 
Deckzellschicht matrixzerstörende Enzyme, wie Matrixmetalloproteinasen 
(MMPs) und Cathepsine produzieren, die zu einer Destruktion des 
Gelenkknorpels und Knochens führen. MMPs bewirken durch eine 
proteolytische Spaltung die Zerstörung von Kollagenen und Proteoglykanen 
(MIGITA et al. 1996). Sie werden als inaktive Pro-enzyme synthetisiert und 
sekretiert. Die Aktivierung erfolgt über proteolytische Spaltung der Pro-enzyme, 
Spaltung der Propeptid Domäne am N-Terminus  (MIGITA et al. 1996) oder 
durch die Aktivierung Membran-gebundener Matrixmetalloproteinasen (MT-
MMP) (MIGITA et al. 1996). Verschiedene Expressionsuntersuchungen zeigen 
erhöhte Spiegel  von MT1-MMP und MT3-MMP (PAP et al. 2000), MMP-9 
(AHRENS et al. 1996), Cathepsin L und B und MMP-1 (CUNNANE et al. 1999) 
in der Synovialmembran von RA Patienten. In anderen Studien konnte gezeigt 
werden, dass RA-SF, die MMP-1 exprimieren, deutlich invasiver sind als OA-SF 
oder avaskuläre Nekrosefibroblasten (TOLBOOM et al. 2002). Untersuchungen 
im SCID Maus Model zeigen eine geringere Invasivität der RA-SF, nachdem die 
MMP-1 Produktion mittels Ribozymen gehemmt wurde (RUTKAUSKAITE et al. 
2004).  
In den RA-SF konnte eine erhöhte Expression der Proto-Onkogene c-Myc, c-
Ras und c-Jun gezeigt werden (MICHAEL u. ALISA 2000). Diese werden 
mitverantwortlich für das aggressive Verhalten der RA-SF gemacht, da Proto-
Onkogene Proteinprodukte  codieren, die normalerweise das  Wachstum und 





in den RA-SF führt zu einer erhöhten Produktion von Matrixmetalloproteinasen 
(GUM et al. 1997) . 
Ein charakteristisches Merkmal der RA, die synoviale Hyperplasie, wird durch 
Störungen im Ablauf der Apoptose von RA-SF verursacht (LIU u. POPE 2003). 
Untersuchungen zur Apoptose der RA-SF zeigen einen geringen Anteil an 
apoptotischen Zellen in der Deckzellschicht (MATSUMOTO et al. 1996) und 
eine erhöhte Expression von anti-apoptotischen Molekülen wie Bcl-2 (MICHAEL 
u. ALISA 2000) und  dem small ubiquitin like modifier protein (SUMO-1) 
(FRANZ et al. 2000). 
Als weitere Ursache wird eine erhöhte Proliferation der synovialen Zellen 
diskutiert (WAKISAKA et al. 1998). Hierbei zeigen sich unterschiedliche 
Ergebnisse, die einerseits keine Hinweise auf eine erhöhte Proliferation geben 
(JACOBS et al. 1995) und andererseits eine erhöhte Proliferation von 
Fibroblasten-ähnlichen Synoviozyten in situ in der Deckzellschicht nachweisen 
(QU et al. 1994). Somit ist die Proliferation als Ursache der synovialen 
Hyperplasie noch nicht genau geklärt. 
 
 
2.2 Die Apoptose 
Man unterscheidet zwischen zwei Arten des Zelltodes, der Nekrose und der 
Apoptose (KERR et al. 1972). Die Apoptose oder der programmierte Zelltod ist 
ein physiologischer Vorgang. Er läuft in einer regulierten Art und Weise ab und 
dient der Elimination von alternden oder geschädigten Zellen aus dem 
Zellverband, so dass die Gewebehomöostase aufrecht erhalten wird. Die 
Apoptose spielt eine wichtige Rolle in der Embryogenese, während der 
normalen zellulären Differenzierung und nach irreversibler Zellschädigung 
(RAFF 1992; ELLIS et al. 1991). Apoptotische Zellen weisen eine typische 
Morphologie auf. Dazu gehört zu Beginn der Apoptose die Verringerung des 
Zellvolumens und die Verdichtung des Chromatins. Im weiteren Verlauf kommt 
es im Zellkern zur Aktivierung von Calcium- und Magnesium-abhängigen 
DNAsen. Das sind Endonukleasen, welche die DNA in Mono- und 
Oligonukleosomen spalten (WYLLIE 1980; FRANCESCHI 1989). Diese 
Bruchstücke weisen eine charakteristische Länge von 180Bp oder einem 





Linker-Region zwischen den Nukleosomen spalten können. Die  
Zytoplasmamembran verliert ihre typische Struktur und bildet Ausstülpungen 
und Bläschen, so dass es schließlich zur Ausbildung der „apoptotic bodies“ 
oder apoptotischen Körperchen kommt (SEN 1992; ANILKUMAR et al. 1992). 
Durch chemische Veränderungen in der Zytoplasmamembran, wie die 
Verlagerung von Phosphatidylserin auf die extrazelluläre Seite der Membran, 
können die apoptotischen Körperchen erkannt und durch Phagozytose von 
Makrophagen oder benachbarten Zellen eliminiert werden. Während des 
gesamten Ablaufs der Apoptose bleibt die Zytoplasmamembran der Zelle intakt, 
so dass kein Zellinhalt austreten kann und eine Entzündungsreaktion des 
Körpers ausbleibt (MARTIN et al. 1994). 
 
2.2.1 Die Induktion und der Ablauf der Apoptose 
Die Induktion der Apoptose kann durch verschiedene Signale ausgelöst 
werden. Dazu gehören der Entzug von Wachstumsfaktoren, Hormonen, 
genotoxischer Stress, wie Oxidationsprozesse und irreparable DNA-
Schädigungen, die durch Gamma- oder UV-Strahlung (VAUX u. STRASSER 
1996) hervorgerufen werden.  Weiterhin kann es zu einer Liganden-vermittelten 
Auslösung der Apoptose durch die Besetzung von Todesrezeptoren kommen 
(ASHKENAZI u. DIXIT 1998). 
Die Apoptose kann über intrinsische und extrinsische Signalwege eingeleitet 
werden (ANILKUMAR et al. 1992). Beide Wege werden durch unterschiedliche 
Apoptosesignale ausgelöst, aber resultieren in einem gemeinsamen Verlauf, in 
dem die Aktivierung der Caspasen-Kaskade erfolgt (THORNBERRY u. 
LAZEBNIK 1998).  Der intrinsische Signalweg wird über die  Mitochondrien 
vermittelt (GREEN u. REED 1998). Nach entsprechenden Stimuli wird 
Cytochrom c aus der Mitochondrienmembran in das Zytoplasma freigesetzt, wo 
es zusammen mit dem im Zytoplasma befindlichen apoptosis activating factor-
1(Apaf-1) die Caspasen-Kaskade aktiviert. Zu den extrinsischen Apoptose 
Signalwegen gehört die Bindung von Liganden an Zellmembranrezeptoren oder 
Todesrezeptoren (ASHKENAZI u. DIXIT 1998). Hierbei spielt die Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR)-Familie eine wichtige Rolle. Bis jetzt konnten 
6 Rezeptoren identifiziert und beschrieben werden (CURTIN u. COTTER 2003), 





Sequenzhomologie aufweisen (NAISMITH u. SPRANG 1998). Wichtige 
Vertreter der TNF-Rezeptor Familie sind TNFR1/CD120a und Fas/CD95. Da 
diese Rezeptoren keine direkte katalytische Aktivität in der Zelle aufweisen, 
müssen sie ihre Signale über Adaptermoleküle weiterleiten. Diese 
Signalweiterleitung erfolgt über eine intrazelluläre Region des Rezeptors, 
welche als death domain (DD) oder Todesdomäne bezeichnet wird (CHANG et 
al. 1999). Diese Todesdomäne konnte in TNFR1/CD120a und Fas/CD95 
identifiziert werden und zeigt eine Homologie von 24%. Sie ist 68 Aminosäuren 
lang und befindet sich in der Nähe des C-Terminus (TARTAGLIA et al. 1993; 
ITOH u. NAGATA 1993). Die extrazelluläre Bindung des Fas-Liganden (FasL), 
ein 40kDa Type II Membranprotein aus der TNF Familie (TAKAHASHI et al. 
1994), an den Fas/CD95 Rezeptor, führt zu einer Rezeptortrimerisierung 
(CURTIN u. COTTER 2003; KISCHKEL et al. 1995). Dann bindet das 
Adaptermolekül FADD/MORT1 mit seiner eigenen Todesdomäne an die 
intrazelluläre Todesdomäne des Rezeptors (BOLDIN et al. 1995; CHINNAIYAN 
et al. 1995). Weiterhin besitzt FADD eine death effector domain (DED) oder 
Todeseffektordomäne. Dort kann sich die Procaspase 8 oder auch Fas-
associated death domain-like interleukin-1 beta converting enzyme (FLICE) mit 
seiner analogen Domäne anbinden (BOLDIN et al. 1996). Dies führt im weiteren 
Verlauf zur Aktivierung der Caspasen-Kaskade, wie in Abbildung 2 dargestellt. 
 
2.2.2 Die Caspasen-Kaskade 
Die Caspasen gehören zu den Cystein-Proteasen, weil sie die Aminosäure 
Cystein in ihrem aktiven Zentrum enthalten. Sie spielen eine wichtige Rolle in 
der Signalkaskade der Apoptose. Caspasen weisen eine Homologie zu dem 
Interleukin-1-beta converting enzyme (ICE) auf (KUMAR u. HARVEY 1995; 
COHEN 1997), spalten ihre Zielproteine nach der Aminosäure Aspartat (VAUX 
u. STRASSER 1996) und umfassen eine Familie von 10 verwandten Proteasen 
(COHEN 1997). Sie werden als inaktive Procaspasen synthetisiert und erst 
nach proteolytischer Spaltung in ihre aktive Form überführt (SCHWARTZ 1998; 
CURTIN u. COTTER 2003). Die Spaltung kann durch andere Proteasen oder 
durch autokatalytische Prozesse erfolgen (THORNBERRY u. LAZEBNIK 1998). 
Die Procaspasen bestehen aus drei Domänen, einer N-terminalen Prodomäne, 





proteolytischen Spaltung zwischen den Domänen bilden die große und kleine 
Untereinheit ein Heterodimer (THORNBERRY u. LAZEBNIK 1998; LI u. YUAN 
1999). Zwei Heterodimere bilden das aktive Tetramer (WOLF u. GREEN 1999). 
Nach der Länge der Prodomäne und der Funktion der Caspase teilt man diese 
in Initiator-Caspase und Effektor-Caspase ein. Die Caspasen mit langen 
Prodomänen gehören zu den Initiator-Caspasen, weil sie an der Aktivierung der 
Todessignale mitbeteiligt sind und weitere Caspasen aktivieren. Die Effektor-
Caspasen besitzen eine kürzere Prodomäne und wirken an der Ausführung der 
Apoptose mit (LI u. YUAN 1999). 
Die Auslösung der Apoptose durch den extrinsischen Signalweg führt zu einer  
Bindung der Procaspase 8 an die Todeseffektordomäne von FADD. Dies 
bewirkt die autokatalytische Spaltung der Procaspase 8 in die Caspase 8 
(MUZIO et al. 1998), welche als Initiator-Caspase fungiert und zu einer 
Aktivierung von Procaspasen durch katalytische Spaltung führt (SRINIVASULA 
et al. 1996). Danach wird durch die Caspase 8 die  Effektor-Caspase 3 
proteolytisch gespalten und aktiviert. Die Auslösung des intrinsischen 
Apoptosesignalweges führt zur Freisetzung von Cytochrom c aus den 
Mitochondrien, zusammen mit dem zytoplasmatischen Protein Apaf-1 erfolgt die 
Aktivierung der Procaspase 9 (GREEN u. REED 1998). Diese bewirkt die 
Aktivierung der Caspase 3, die weitere Effektor-Caspasen aktiviert. Der weitere 
Ablauf erfolgt nun für den extrinsischen und intrinsischen Signalweg  in gleicher 
Weise. 
Die Caspasen 6 und 7, die durch die Caspase 3 aktiviert werden, inaktivieren 
Proteine, welche dem Schutz vor Apoptose dienen oder an der Organisation 
der Zellstruktur mitbeteiligt sind (THORNBERRY u. LAZEBNIK 1998). Dazu 
gehört die Inaktivierung von Enzymen wie Poly-ADP-Ribose-Polymerase 
(PARP), die Spaltung von Caspase aktivierten DNase Inhibitoren (ICAD) (LI u. 
YUAN 1999) und die Inaktivierung von Apoptose inhibierenden Proteinen wie 







Abbildung 2  Schematische Darstellung der Apoptose Signalwege durch extrinsische 
Signale und intrinsische Signale. Der extrinsischen Signalweg wird z.B. durch die 
Bindung des FasL an den Transmembranrezeptor Fas/CD95 ausgelöst. Dies bewirkt 
eine Trimerisierung des Rezeptors, wodurch es zur  Bindung des Adaptermoleküls 
FADD mit seiner Todesdomäne an die Todesdomäne des Rezeptors kommt. Im 
weiteren Verlauf kann die Procaspase 8 mit ihrer Todeseffektordomäne an die analoge 
Domäne von FADD binden. Hierdurch kommt es zur autokatalytischen Spaltung der 
Procaspase 8 in ihre aktive Form. Dies führt zu der proteolytischen Spaltung der 
Procaspase 3 in ihre aktive Form. Der intrinschen Signalweg wird durch die 
Mitochondrien moduliert. Durch Apoptosestimuli wie Oxidationsprozesse kommt es zur 
Freisetzung des Cytochrom c aus der Mitochondrienmembran. Cytochrom c aktiviert 
zusammen mit dem zytoplasmatischen Protein Apaf-1 die Procaspase 9. Diese 
wiederum führt zu einer proteolytischen Spaltung der Procaspase 3 in ihre aktive Form. 
Die Caspase 3 stellt das Bindeglied zwischen dem extrinsichen und intrinsischen 
Signalweg dar, führt zur Aktivierung weiterer Effektor- Caspasen, wie Caspase 6 und 7 






2.2.3 Die Apoptose in rheumatoiden Fibroblasten  
Untersuchungen zur Expression von FasL in kultivierten RA-SF zeigen erhöhte 
Spiegel im Gegensatz zu OA-SF (NAKAJIMA et al. 1995; MATSUMOTO et al. 
1996). Diese Daten lassen vermuten, dass RA-SF eine erhöhte Apoptoserate 
aufweisen. Dies konnte in Untersuchungen zum programmierten Zelltod von 
RA-SF nicht bestätigt werden, da diese eine verminderte Apoptoserate in der 
Deckzellschicht des rheumatoiden Synoviums zeigen (MATSUMOTO et al. 
1996; SUGIYAMA et al. 1996). Die verminderte Apoptose kann einerseits durch 
einen unvollständigen Ablauf der Apoptose nach Stimulation verursacht werden 
und andererseits durch eine Resistenz der RA-SF auf einige Apoptosestimuli 
(PAP et al. 2000). Hierbei spielt das Molekül SUMO-1 eine wichtige Rolle. 
SUMO-1  ist zu 18% dem Ubiquitin identisch. Seine Funktion liegt aber nicht 
wie bei Ubiqutin in einer Degradierung von Proteinen, sondern es modifiziert 
kovalent Protein-Protein Interaktionen und spielt somit eine wichtige Rolle in der 
Regulation von Kern-Zytoplasma Transporten, im Zellzyklus und der Apoptose 
(BAYER et al. 1998). Dieser Vorgang der Modifikation wird auch als 
SUMOlation bezeichnet. Franz et al. konnte eine erhöhte Expression von 
SUMO-1 in RA-SF der Deckzellschicht und an der Seite der Invasion von 
Synovium in den Knorpel nachweisen. Die Expression von SUMO-1 führt zu 
einer Resistenz der RA-SF auf die Fas-induzierten Apoptose (FRANZ et al. 
2000). Okura et al. konnten die Interaktion von SUMO-1 mit der 
zytoplasmatischen Domäne des Fas/CD95- und TNFR1/CD120a-Rezeptors 
zeigen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Expression von SUMO-1 vor 
anti-Fas und TNFα-induzierter Apoptose schützt (OKURA et al. 1996). Die 
genaue Funktionsweise der Hemmung der Fas-induzierte Apoptose durch 
SUMO-1 in RA-SF ist noch nicht geklärt. Zu den Proteinen, die von SUMO-1 
moduliert werden, gehören das Promyeloische Leukämie Protein (PML) 
(MULLER et al. 1998) und Fas/CD95 (OKURA et al. 1996). Das PML spielt eine 
Rolle als Tumorsupressor. Zusammen mit verschiedenen anderen Proteinen 
wie Sp100, Daxx und SUMO-1 bildet es die PML oncogenic domains (ZHONG 
et al. 2000). Ishov et al konnten nachweisen, dass erst durch die SUMOlation 
von PML die Bindung von Daxx an PML im Kern stattfinden konnte (ISHOV et 






2.3 Das death-associated protein (Daxx) 
Daxx ist ein ubiquitär exprimiertes Protein mit einer Länge von 740 
Aminosäuren. Das Daxx Gen ist auf dem Chromosom 6 in der Nähe der MHC 
Region lokalisiert (KIRIAKIDOU et al. 1997). Daxx besteht aus verschiedenen 
strukturellen Domänen. Eine Serin-, Prolin- und Threonin-reiche (SPT-reiche), 
eine säurereiche und zwei amphipathische Domänen (HOLLENBACH et al. 
1999). Die SPT- und die säurereiche Domäne wurden in Proteinen identifiziert, 
die der Regulation in der Transkription dienen (MITCHELL u. TJIAN 1989). 
Somit liegt die Vermutung nahe, dass Daxx eine Funktion in der Regulation der 
Transkription übernimmt. Weiterhin besitzt Daxx ein coiled coil motiv und ein 
nuclear localisation signal (NLS) (PLUTA et al. 1998). Bei der coiled coil 
Domäne handelt es sich um eine Proteindomäne, die ein Bündel von zwei oder 
drei α-Helices bilden kann. Bei dem NLS-Motiv handelt es sich um eine 
spezifische Region, die viele basische Aminosäuren enthält. Diese Sequenz 
wurde mittels computergestützter Auswertung vorwiegend in eukaryotischen 
Proteinen mit Kernlokalisation gefunden (NAKAI u. KANEHISA 1992). In 
Abbildung 3 ist die Proteinstruktur von Daxx schematisch dargestellt. Daxx 
besitzt 34 Phosphorylierungsstellen, so dass es je nach Phosphorylierungsgrad 
mit einem Molekulargewicht von 120kDa, 97kDa oder 70kDa auftritt 
(HOLLENBACH et al. 1999). Die subzelluläre Lokalisation von Daxx wurde in 
verschiedenen Zelltypen untersucht. Eine zytoplasmatische Lokalisation von 
Daxx konnte nach Überexpression der Apoptosesignal regulierenden Kinase-1 
(ASK1) in embryonalen Nierenzellen (293 Zellen) nachgewiesen werden. 
Gleichzeitig zeigen Ko et al. eine vorwiegende Kernlokalisation von Daxx nach 
der Überexpression von Daxx (KO et al. 2001). Weitere Untersuchungen zeigen 
eine ausschließliche Kernlokalisation von Daxx in unterschiedlichen Zellen wie 
HeLa-Zellen (PLUTA et al. 1998), p51-ETS stabile Zellen (LI et al. 2000) und 
COS1 (HOLLENBACH et al. 1999). Daxx interagiert mit verschiedenen 
Kernproteinen wie dem Transkriptionsfaktor ETS1 (LI et al. 2000). ETS1 ist ein 
Mitglied der ETS Familie und spielt eine wichtige Rolle in der Zellproliferation, 
der Differenzierung, der Invasivität und der Apoptose (LI et al. 1999). Die 
Bindungsdomäne von ETS1 für Daxx ist am N-Terminus lokalisiert. Die Bindung 
von Daxx an ETS1 führt zu einer Hemmung der transkriptionalen Aktivität von 





Genen (LI et al. 2000). Weiterhin interagiert  Daxx mit  dem Centromer-Protein 
CENP-C während der Interphase (PLUTA et al. 1998). Die Interaktion zwischen 
CENP-C und Daxx erfolgt am N-Terminus von CENP-C und am C-Terminus 
von Daxx. Die Centromer Proteine sind verantwortlich für die präzise Trennung 
des eukaryotischen Genmaterials während der Mitose und Meiose. Die 
Interaktion von CENP-C und Daxx während der Interphase kann der Regulation 
des Zellzyklus in Abhängigkeit von bestimmten Apoptosestimuli dienen (PLUTA 
et al. 1998).  Ein weiterer Bindungspartner von Daxx ist das PML, welches 
Funktionen in der Transkription und in der Regulation des Zellwachstums 
übernimmt. Weiterhin spielt es eine Rolle in der Apoptose und als  
Tumorsupressor (LI et al. 2000). Ishov et al. konnten zeigen, dass die 
SUMOlation von PML zu einer Bindung von Daxx in den Kernkörperchen führt 
(ISHOV et al. 1999). Durch die Assoziation von Daxx in den Kernkörperchen 
kann es als transkriptionaler Modulator wirken, der durch Effekte auf die 
Genexpression zu einer Erhöhung der Fas-induzierten Apoptose führt (TORII et 
al. 1999). Die genaue Rolle von Daxx in der Apoptose ist noch umstritten. 
Einige Untersuchungen zeigen Daxx in verschiedenen Zelllinien als pro-
apoptotisches Molekül (CHANG et al. 1998; MUROMOTO et al. 2003). Die 
Überexpression von Daxx führte zu einer erhöhten Fas-induzierte Apoptose, die 
über die Aktivierung des Jun N-terminal kinase (JNK) Signalweges vermittelt 
wurde. Ein zweiter Weg zur Erhöhung der Fas-induzierten Apoptose ist die 
Funktion von Daxx als transkriptionaler Modulator, welcher auf die 
Genexpression wirkt (TORII et al. 1999). Andere  Untersuchungen zeigen eine 
anti-apoptotische Wirkung von Daxx (MICHAELSON u. LEDER 2003; 
MICHAELSON et al. 1999). In embryonalen Stammzellen von Daxx knockout 
Mäusen wurden erhöhte Spiegel an Apoptose gemessen und die Embryos 










Abbildung 3 Schematische Darstellung des Daxx Protein. In der Abbildung ist Daxx 
mit seiner Länge von  740 Aminosäuren dargestellt. Von links nach rechts sind die 
verschiedenen strukturellen Domänen dargestellt: die 2 amphipatischen, die säure-
reiche und die SPT-Domäne. Weiterhin wurden das nuclear localisation signal (NLS) 
und das Coiled coil Motiv (C-C) in der Abbildung dargestellt. 
 
2.4 Die RNA Interferenz (RNAi) 
Die RNA Interferenz (RNAi) bietet die Möglichkeit, die Funktion von Genen 
durch deren gezielte Hemmung zu untersuchen. Die im Jahr 1990 
beschriebene Kosuppression in Pflanzen kann rückblickend als Entdeckung der 
RNAi angesehen werden (NAPOLI et al. 1990; VAN DER KROL et al. 1990). 
Die Methode der RNAi wurde im Jahr 1998 erstmals in tierischen Organismen, 
wie den Nematoden Caenorhabditis elegans eingesetzt (FIRE et al. 1998). Die 
eingesetzte doppelsträngige RNA (dsRNA) umfasste eine Länge von 50-
1600Bp. Versuche, RNAi mit langen dsRNA auch in Säugetierzellen 
einzusetzen, gelangen nicht, da in Säugetierzellen eine Proteinkinase 
vermittelte Interferonproduktion als Schutzmechanismus gegen virale und 
parasitäre Infektionen ausgelöst wurde (DAVIS u. WATSON 1996). Erst die 
Verwendung kurzer dsRNA (21-23Bp) führte zu einer erfolgreichen RNAi in 
Säugetierzellen (ELBASHIR et al. 2001; ELBASHIR et al. 2001). Die RNAi 
wurde in verschiedenen Organismen wie Drosophila (KENNERDELL u. 
CARTHEW 1998), Trypanosomen (NGO et al. 1998), Zebrafisch (WARGELIUS 
et al. 1999) und Säugetieren wie Mäusen und menschlichen Zellen eingesetzt 
(CAPLEN et al. 2001). 
 
2.4.1 Der Mechanismus der RNA Interferenz 
Der Mechanismus der RNAi ist auf eine sequenzspezifische, 
posttranskriptionale Genstilllegung zurück zu führen, welche durch kurze 
doppelsträngige RNA induziert wird (ZAMORE et al. 2000). Der Prozess der 
posttranskriptionalen Genstilllegung wird als Schutz vor viraler Infektion 





Nukleotide umfasst und in Säugetierzellen eingebracht wird, eine unspezifische 
Stilllegung  mehrerer Gene verursacht (HUNTER et al. 1975). Diese Stilllegung 
ist auf eine Aktivierung der Proteinkinase PKR zurückzuführen. Sie 
phosphoryliert und aktiviert den Translationsinitiierungs-faktor eIF2α, was zu 
einer Reduktion der Proteinsynthese und zum Zelltod führen kann (DAVIS u. 
WATSON 1996). Weiterhin werden die Enzyme 2´,5´Oligoadenylatsynthase 
und die Rnase L aktiviert. Rnase L führt wiederum zu einer Degradierung der 
gesamten mRNA (BASS 2001; CLEMENS u. ELIA 1997).  
Die dsRNA, welche die Stillegung bewirkt, ist komplementär zu der 
entsprechenden mRNA (MONTGOMERY et al. 1998). Die kurze dsRNA 
entsteht nach Spaltung von längerer intrazellulärer dsRNA durch das Enzym 
Dicer, welches zu der Rnase III Familie gehört (BERNSTEIN et al. 2001) und in 
verschiedenen Organismen wie C.elegans (KETTING et al. 2001), Mäusen 
(FORTIN et al. 2002) und menschlichen Zellen (BASYUK et al. 2003) 
nachgewiesen werden konnte. Dicer ist ein ATP-abhängiges Enzym mit einer 
markanten Struktur. Es beinhaltet eine N-terminale Helikase Domäne, zwei 
RNaseIII Motive, ein C-terminales dsRNA Bindungsmotiv und eine Region, die 
homolog zur Argonaute Familie ist und als PAZ Domäne bezeichnet wird 
(BERNSTEIN et al. 2001; BRANTL 2002). Die durch Dicer gespaltene dsRNA 
hat eine charakteristische Struktur mit einer Länge von 21-23 Nukleotiden, mit 
jeweils 2 Nukleotiden Überhang am 3´Ende, einem 3´Hydroxyl- und 
5´Phosphatende (ELBASHIR et al. 2001) und wird auch als small interfering 
RNA (siRNA) bezeichnet. Die siRNA wird in einem Multienzymkomplex von 
500kDa aufgenommen (BERNSTEIN et al. 2001), der als RNA induced 
silencing complex (RISC) bezeichnet wird. Das Protein AGO2 mit 130kDa 
konnte  in diesem Komplex identifiziert werden (BRANTL 2002). Es gehört zur 
Argonaute Familie und ermöglicht die Spaltung der mRNA (LIU et al. 2004; 
MEISTER et al. 2004). Weiterhin besitzt der Enzymkomplex eine 
Helikaseaktivität, die ein Aufwinden der siRNA bewirkt (HAMMOND et al. 2000). 
Die Spezifität, mit der die Nuklease die mRNA spaltet, resultiert aus der im 
Komplex aufgenommenen siRNA. Nach dem ATP-abhängigen Aufwinden der 
siRNA durch die Helikase (NYKANEN et al. 2001) hybridisieren der 





gespalten wird. Die Spaltung erfolgt über Hydrolyse, so dass ein 3´Hydroxyl- 
und 5´Phosphatende entsteht (MARTINEZ u. TUSCHL 2004). 
 
 
Abbildung 4 Schematische  Darstellung der RNA Interferenz durch small interfering 
RNA. Die durch in vitro Transkription mittels T7 RNA Polymerase synthetisierte siRNA 
wird durch Transfektion in die Zellen eingebracht. In der Zelle erfolgt als erstes ATP-
abhängig die 5´Phosphorylierung der siRNA. Anschließend kommt es zur 
Komplexformation aus RISC und siRNA. Im nächsten Schritt folgt die ATP-abhängige 
Entwindung der siRNA durch die im Komplex enthaltene Helikase, so dass der 
aktivierte RISC entsteht. Im nachfolgenden Schritt erfolgt die Hybridisierung des 
Antisensestranges der siRNA mit der homologen mRNA und der darauffolgende 
Spaltung der mRNA durch die Endonukleaseaktivität des RISC. Die  gespaltene mRNA 













2.4.2 Die Herstellung von small interfering RNA 
Die Synthese der siRNA kann auf verschiedene Weise erfolgen. Dabei wird 
unterschieden zwischen der in vitro Herstellung der siRNA, welche 
anschließend mittels Transfektion in die Zelle eingebracht wird und der in vivo 
Synthese. Zu den in vitro Methoden gehören die chemische Herstellung von 
siRNA (SOHAIL et al. 2003), die in vitro Transkription mittels T7-RNA-
Polymerase (MILLIGAN u. UHLENBECK 1989; DONZE u. PICARD 2002) und 
die Spaltung von langer dsRNA durch ein Enzym der RNaseIII Familie. Die in 
vivo Synthese der siRNA erfolgt durch das Einbringen von einem DNA-
Template in einen Vektor, welche durch in vivo Transkription siRNA in der Zelle 
synthetisiert (BRUMMELKAMP et al. 2002; SUI et al. 2002) . 
Die in vitro Synthese von siRNA mittels T7-RNA-Polymerase wird im Abschnitt 
Material und Methoden näher beschrieben, da diese Methode zur Herstellung 
der siRNA gegen Daxx in der vorliegenden Arbeit genutzt wurde. Diese 
Methode besitzt den Vorteil, dass in kurzer Zeit und kostengünstig 
verschiedene siRNA synthetisiert werden können, um so mehrere siRNA auf 




Ausgehend von den in der Literatur beschriebenen Erkenntnissen zur Apoptose 
in RA-SF soll im Rahmen dieser Dissertation die Rolle des Moleküls Daxx 
näher untersucht werden. Bisherige Untersuchungen zeigen ein 
widersprüchliches Bild der Lokalisation von Daxx in verschiedenen Zelltypen. 
Daher soll zunächst die subzelluläre Lokalisation von Daxx in rheumatoiden 
Fiboblasten untersucht werden. Weiterhin soll der Einfluss von Daxx auf die 
Apoptose der rheumatoiden Fiboblasten untersucht werden. In der Literatur  
wurden bisher unterschiedliche Funktionen von Daxx in der Apoptose bei 
verschiedenen Zelltypen gezeigt.  
Die Arbeit dient der Identifizierung von Signalwegen in der Apoptose bei 
rheumatoiden Fiboblasten. Diese neuen Erkenntnisse könnten neue Wege zur 







Folgende Fragestellungen sollen in der Arbeit untersucht werden: 
 
1. Kann die Expression von Daxx in rheumatoiden Fiboblasten und 
Osteoarthrose Fibroblasten nachgewiesen werden und besteht ein 
Unterschied zwischen diesen beiden Zelltypen ? 
2. Besteht ein Zusammenhang in der subzellulären Lokalisation von Daxx 
und PML in rheumatoiden Fiboblasten und in welchem Zellkompartiment 
stellen sich beide Proteine dar?  
3. Läßt sich Daxx mittels siRNA in rheumatoiden Fiboblasten hemmen und 
hat dies Auswirkungen auf die Empfindlichkeit der FasL-induzierte 
Apoptose von rheumatoiden Fiboblasten? 
4. Hat TNFα einen Einfluss auf die Expression von Daxx und führt die 
Stimulation mit TNFα zu einer veränderten Empfindlichkeit der FasL-













3.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterial 
 
3.1.1.1 Verbrauchsmaterial 
Blotpapier Protean XL     Bio-Rad; München  
Deckgläschen 22x22/22x26    Roth; Karlsruhe 
ep T.I.P.S. Standard 2-200/50-1000µl   Eppendorf; Hamburg  
Gewebekulturflaschen 75/25cm2    Greiner bio-one;  
Frickenhausen 
Hybond-P PVDF Transfer-Membrane   Amersham; Freiburg  
Hyperfilm       Amersham; Freiburg 
Multi-Pipettenspitzen Kristall 0,5-10µl   Roth; Karlsruhe  
Polyester Folie      Exponent 
Pure 1000 Pipet Tips     Fisher Scientific GmbH;  
Schwerte  
Eppendorf-Röhrchen 0,5/1,5/2ml    Eppendorf; Hamburg  
Safeseal Tips Premium 10/100/200µl   Biozym; Hess.Oldendorf  
Serologische Pipetten 10/25/50ml Greiner bio-one; 
Frickenhausen 




ABI Prism 7900HAT Sequence Detection System Applied Biosystem; 
Darmstadt  
Accu-jet Pipettierhelfer     BRAND GmbH&Co KG;  
Wertheim 
Brutschrank Hera cell     Heraeus; Hanau  
Durchflusszytometer FACScalibur BD Biosciences; 
Heidelberg  
Elektronische Präzisionswaage    Sartorius AG; Göttingen 




Elektrophoresekammer     Bio-Rad; München 
Heizblock       Techne; Cambridge/UK 
Hypercassette       Amersham; Freiburg 
Inkubator 1000      Heidolph-instruments  
GmbH&Co. KG; 
Schwabach 
Magnetrührer IKAMAG RCT basic   IKA-Werke; Staufen 
Mikroskop Axiovert 25     Zeiss; Jena 
Minishaker       IKA-Werke; Staufen 
Multifuge 3S S-R      Heraeus; Hanau 
pH-Meter       MettlerToledo Gmbh; 
        Schwerzenbach/Schweiz  
Pipetten       Eppendorf; Hamburg 
Spektrophotometer Genesys 10 Thermo spectronic; 
Cambridge/UK  
TRANS-BLOT SD      Bio-Rad; München 
Vortexer Genie 2 Fisher Scientific GmbH; 
Schwerte 
Wasserbad       Memmert; Schwabach 




3.1.2 Biologische Materialien 
 
3.1.2.1 vorgefertigte Lösungen, Medien und Kit-Systeme 
Für die Zellkultur 
Amphotericin B  0,25mg/ml PAA Laboratories 
GmbH; Cölbe  
DMEM 4,5g/l Glukose PAA Laboratories 
GmbH; Cölbe 
Fötales Kälberserum Charge 521A Biochrom AG 
seromed; Berlin  
Hepes Puffer 1M PAA Laboratories 
GmbH; Cölbe 




Penicillin/Streptomycin 100x     PAA Laboratories  
GmbH; Cölbe 
Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (PBS) 10x ph 7,4 Invitrogen;  
Karlsruhe 
 
Für die Proteinmessung 
Bio-Rad DC Protein Assay Reagent A,B und S  Bio-Rad; München 
 
Für den Westernblot 
Acrylamid/Bis-acrylamid 30% Sigma-Alderich; 
Taufkirchen 
Ammoniumperoxodisulfat      Roth; Karlsruhe  




Methanol 99,8%       Roth; Karlsruhe 
Milchpulver        Roth; Karlsruhe 
Natriumazid        Sigma-Alderich;  
Taufkirchen 
Natriumchlorid       Sigma-Alderich;  
Taufkirchen  
Natriumdodecylsulfat (SDS)     Sigma-Alderich;  
Taufkirchen 
N,N,N´,N´Tetramethylethylendiamin (TEMED) 99%   Roth; Karlsruhe  
Nonidet P-40       Sigma-Alderich;  
Taufkirchen 
Phosphat gepufferte Kochsalzlösung 10x ph 7,4  Invitrogen GmbH;  
Karlsruhe 
Prestained SDS Page Standards,  
Broad Range (Proteinmarker)      Bio-Rad; München 
Salzsäure 36,8%       Sigma-Alderich;  
Taufkirchen 




Tris-HCl        Sigma-Alderich;  
Taufkirchen 
Tris-HCl/Glycin/SDS Puffer 10x     Bio-Rad; München 
Tween 20        Roth; Karlsruhe 
 
Für die Transfektion 
Cell Line Nucleofector TM Kit     Amaxa GmbH; Köln  
Human Dermal Fibroblast NucleofectorTM Kit   Amaxa GmbH; Köln 
 
Für die Immunfluoreszenz 
Aceton 99,5%       Roth; Karlsruhe 
Glycerin        Merck; Darmstadt  
Rinderserumalbumin      Sigma-Alderich;  
Taufkirchen  
Triethylenediamin       Sigma-Alderich;  
Taufkirchen 
Triton X-100        Sigma-Alderich;  
Taufkirchen 
Vectashield Mounting Medium     ALEXIS; Grünberg 
 
Für die RNA-Isolierung 
RNeasy Mini Kit       Qiagen; Hilden 
 
Für die Reverse Transkription 
Diethylpyrocarbonat (DEPC)     Sigma-Alderich;  
Taufkirchen  
TaqMan  Reverse Transkription Reagents-Kit  Applied Biosystem;  
Darmstadt 
 
Für die Quantitative Real Time PCR(TaqMan) 
Assay-on-DemandTMGene Expression Assay Mix 
für Daxx 20x        Applied Biosystem;  
Darmstadt 




TaqMan Universal PCR Master Mix 2x    Applied Biosystem;  
Darmstadt 
Pre-Developed TaqMan Assay Reagents  
Human ß-Actin 20x       Applied Biosystem;  
Darmstadt 
 
Für die Apoptosemessung 
Cell Death Detection ELISA Plus     RocheDiagnostics  
GmbH; Mannheim 




3.1.2.2 Antikörper, Enzyme, Inhibitoren 
Für die Zellkultur 
Dispase II        RocheDiagnostics  
GmbH; Mannheim 
Recombinant human soluble APO-1/Fas Ligand  
0,2mg/ml        Biozol; Eching 
Trypsin/EDTA 1x       PAA Laboratories  
GmbH; Cölbe 
 
Für den Westernblot 
ß-Actin Antikörper monoklonal clone:AC-15   Sigma-Alderich;  
Taufkirchen  
human Daxx Antikörper monoklonal clone:DAXX-01 EXBIO, 
Prag/Tschechei 
Protease Inhibitor Cocktail SetIII Calbiochem; 
Darmstadt 
 
Für die Immunfluoreszenz 
CyTM 5-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG  Dianova; Hamburg 
Human Daxx Antikörper monoklonal Clone: hDaxxab  BD Biosciences;  
Heidelberg 




Human PML Antikörper polyklonal Santa Cruz; 
Heidelberg 
Mouse IgG        ALEXIS; Grünberg 
Rabbit IgG polyclonal      BD Biosciences;  
Heidelberg 
Rhodamine (TRITC) conjugated AffiniPure, 
Goat anti-Rabbit       Dianova; Hamburg 
 
Für die siRNA Synthese 




RNase OUT 1U/µl       Invitrogen Gmbh;  
Karlsruhe 
RQ1 RNase-Free Dnase 1u/µl Promega; 
Mannheim 
T7 RNA Polymerase 20u7µl mit 




3.1.2.3 Lösungen, Puffer, Medien 
 Für die Zellkultur 
 Dispaselösung :   75mg Dispase II 
     50ml supplementiertes DMEM 
     anschließend steril filtrieren 
 
Supplementiertes Medium :  500ml DMEM 
     50ml FCS 
     5ml Hepes Puffer 
     5ml Amphotericin B 
     5ml Penicillin/Streptomycin 
 




Für die siRNA Synthese  
Tris-HCl 90mM pH 8,0  545mg Tris-HCl 
     50ml Aqua dest.      
Für den Westernblot 
Lysepuffer :     50mM Tris-HCl  pH 8,0 
     150mM Natriumchlorid 
     1% NP40 
     0,02% Natriumazid    
     1:100 Protease Inhibitor Cocktail SetIII 
 
Tris-HCl 1M pH 6,8 :  12,14g Tris-HCl pH 6,8 
     100ml Aqua dest.  
  
Tris-HCl 1,5M pH 8,8 :  18,17g Tris-HCl pH 8,8 
     100ml Aqua dest. 
   
Sammelgel 4% :   4,65ml Aqua dest 
     1ml Acrylamid/Bis-acrylamid 30% 
     1,88ml Tris-HCl 1M(pH 6,8) 
     75µl Natriumdodecylsulfat 10% 
     37,5µl Ammoniumpersulfat 10% 
     7,5µl TEMED 
 
Trenngel 10%:   9,9ml Aqua dest 
     8,3ml Acrylamid/Bis-acrylamid 30% 
     6,3ml Tris-HCl1,5M(pH8,8) 
     250µl Natriumdodecylsulfat 10% 
     250µl Ammoniumpersulfat 10% 
     10µl TEMED 
 
Elektrophoresepuffer :   100ml Tris-HCl/Glycin/SDS Buffer 10X 
     aufgefüllt mit Aqua dest. auf 1000ml  
 




Transferpuffer :   3,3g Tris-HCl 
     14,4g Glycin 
     1l Aqua dest 
 
Blockingpuffer :   5g Milchpulver 
     100ml PBS-Tween 
 
1xPBS-Tween :   50ml Phosphat gepufferte Kochsalzlösung 
     10x ph 7,4  
450ml Aqua dest 
     500µl Tween 
 
Herstellung von DEPC-H20 :  500ml Aqua bidest (RNase und DNase frei) 
     500µl Diethylpyrocarbonat 
1Tag rühren, anschließend autoklavieren und 












Die Behandlungen der Zellen erfolgte an einer sterilen Werkbank unter 
Verwendung von sterilen Hilfsmitteln. 
 
3.2.1.1 Zellgewinnung 
Synoviales Gewebe wurde bei 16 Patienten mit rheumatoider Arthritis und  5 
Patienten mit Osteoarthrose im Rahmen eines indizierten chirurgischen 
Eingriffes in der Orthopädischen Universitätsklinik Magdeburg entnommen. 
Nach schriftlicher Einwilligungserklärung der Patienten konnte das entnommene 
Gewebe weiterverarbeitet werden. Die Entnahme und Verwendung von 
Synovialgewebe wurde am 19.12.2000 durch die Ethikkommission der 
Medizinischen Fakultät der Otto-von Guericke-Universität Magdeburg unter 
dem Aktenzeichen 162/00 genehmigt. 
 
Nach folgender Weise wurde Verfahren : 
1. Die Fibroblasten des synovialen Gewebes wurden mittels Dispase-
Verdauung isoliert. Dazu wurde Synovialgewebe in einer sterilen, mit 
Dispase benetzten Petrischale zerkleinert, in ein 50ml Röhrchen 
überführt, mit 15-20ml Dispase Lösung versetzt und für 30min bei 37°C 
angedaut.  
2. Danach erfolgte eine Inkubation für 1h bei 37°C auf dem Magnetrührer.  
3. Der Überstand wurde in ein neues 50ml Röhrchen überführt und bei 4°C 
aufbewahrt.  
4. Die abgesetzten Gewebestücke wurden erneut mit 15-20ml Dispase 
Lösung versetzt und weitere 30min bei 37°C unter Rühren inkubiert.  
5. Nach dem Absetzen des Gewebes wurden beide Überstände 
zusammengeführt und zentrifugiert (10min/400xg/20°C).  
6. Der erhaltene Überstand wurde verworfen und das gewonnene Zellpellet 
3x mit DMEM gewaschen.  
7. Anschließend wurde das Pellet in 10ml DMEM aufgenommen, in eine 
75cm2 Zellkulturflasche gegeben und im Brutschrank bei 37°C und 
5%CO2 inkubiert. 





3.2.1.2 Kultivierung der Zellen 
Die Kultivierung der Fibroblasten und HeLa-Zellen erfolgte in supplementiertem 
Dulbecco`s modified Eagle`s medium (DMEM) bei 37°C und 5% CO2. Zweimal 
wöchentlich erfolgte ein vollständiger Mediumwechsel. Die Zellen wurden bei 
einer Konfluenz von ca. 90% passagiert.  
Die Durchführung erfolgte nach folgender Weise: 
1. Das verbrauchte Medium wurde verworfen und die Zellen 2x mit sterilem 
PBS gespült.  
2. Anschließend erfolgte das Ablösen der Zellen mit 2ml Trypsin für 5min 
bei 37°C. 
3. Die Wirkung des Trypsins wurde mit 200µl FCS antagonisiert. Der 
Ablösevorgang wurde mikroskopisch kontrolliert und die Zellen in ein 
50ml Röhrchen überführt.  
4. Das Röhrchen wurde zentrifugiert (10min/400xg/20°C) und der 
Überstand verworfen  
5. Das erhaltene Zellpellet wurde in 4ml supplementiertem DMEM 
aufgenommen, gut resuspendiert und mittels Neubauerzählkammer die 
Zellzahl ermittelt. 
Die Zellzahl wurde nach folgender Formel berechnet : 
 
Zellzahl = Z x VF x 104 x V 
 
Z : Zellzahl aus 4 ausgezählten Quadraten des Neubauer-Hemacytometers 
VF : Verdünnungsfaktor der Zellsuspension, meist 1:20  
104 : spezifische Konstante des Hemacytometers 
V : Volumen, in dem das Zellpellet resuspendiert wurde 
 
3.2.2 In vitro Transkription der small interfering RNA Daxx 
Die Synthese der small interfering RNA gegen Daxx erfolgte durch in vitro 
Transkription mittels T7 RNA Polymerase (DONZE u. PICARD 2002). Die 
Auswahl der siRNA Sequenz erfolgt auf Basis der cDNA-Daten des Proteins. 
Hierbei sollte der Abschnitt der siRNA Sequenz erst 75-100Bp nach dem 
Startcodon liegen, da es sich hierbei um Proteinbindungsdomänen oder 
Bindungsdomänen für Translationsinitiierungskomplexe handelt, die eine 




Anlagerung der siRNA verhindern können. Weiterhin sollte der Anteil der 
Ribonukleinsäuren Guanin und Cytosin zwischen 30-70% liegen.  
Zunächst erfolgt die Hybridisierung eines 18Bp langen T7-Promotors mit einem 
38Bp oder 39Bp langen DNA Oligonukleotid, dass die komplementäre Sequenz 
des T7- Promotors am 3´Ende enthält. Die weiteren 19 oder 20 Nukleotide in 
Richtung 5`Ende umfassen die komplementäre Zielsequenz des Antisense- und 
Sensestranges der mRNA mit zusätzlichen 2Bp, die in der siRNA als 
Überhänge fungieren (DONZE u. PICARD 2002). Zur Stabilisierung der siRNA 
sollten Thymidin-Überhänge genutzt werden, da diese die Nukleaseresistenz 
erhöhen (ELBASHIR et al. 2001). 
Die T7-RNA-Polymerase transkribiert eine Matrize, in der nur der Promotor 
doppelsträngig ist (MILLIGAN u. UHLENBECK 1989). Die siRNA wird durch die 
T7-RNA-Polymerase transkribiert und enthält als erstes Ribonukleotid ein 
Guanosin, entsprechend dem letzten Guanosin des T7-Promotors. Diese Art 
der siRNA Synthese benötigt am Beginn der Sequenz ein Guanosin und an 
Position 19 oder 20 ein Cytosin, um eine Anlagerung mit dem komplementären  
Antisense- und Sensestrang zu erreichen. Diese GC Regel führt nicht zu einer 
Beschränkung der siRNA Herstellung mittels T7-RNA-Polymerase, da diese 
Sequenz häufig in verschiedenen Genen gefunden wurde. Die nach der 
Transkriptionsreaktion erhaltenen Sense- und Antisense-Transkripte 
hybridisieren und werden anschließend mit Ethanol präzipitiert (DONZE u. 
PICARD 2002). 
 
Es wurden Oligonukleotide bei Applied Biosystems mit folgender Sequenz für 
die Synthese der siRNA gegen Daxx entsprechend der Genbanknummer  
4503256  bestellt : 
 
 
T7 Sense :    5`TAA TAC GAC TCA CTA TAG 3` 
siRNA(259-277) Sense :  5`AAG CCC CTA GCT CCT CTG AGC TAT 
AGT GAG TCG TAT TA 3` 
siRNA(259-277) Antisense : 5`AAG CTC AGA GGA GCT AGG GGC TAT 
AGT GAG TCG TAT TA 3` 
siRNA(454-472) Sense : 5`CGG CGG AGT TCT GCA ACA TCC TAT 
AGT GAG TCG TAT TA 3` 




siRNA(454-472)  Antisense : 5`AAG GAT GTT GCA GAA CTC CGC TAT 
AGT GAG TCG TAT TA 3` 
siRNA(658-676) Sense : 5`ATG CTG AAA ACA CTG CCT CTC TAT 
AGT GAG TCG TAT TA 3` 
siRNA(658-676)  Antisense : 5`AAG AGA GGC AGT GTT TTC AGC TAT 
AGT GAG TCG TAT TA 3` 
 
Der komplementäre Bereich der siRNA(259-277) zu der Daxx mRNA liegt im 
Abschnitt von 259-277Bp, für die siRNA(454-472) ist das der Abschnitt von 454-
472Bp und für die siRNA(658-676) ist es der Abschnitt von 658-676Bp.  
 
Jeweils in einer separaten Transkriptionsreaktion wurden benötigt: 
 
1. 1nmol des Sense- und 1nmol  des T7- Senseoligonukleotids 
    1nmol des Antisense- und 1nmol des T7-Senseoligonukleotids 
    Die Oligonukleotide wurden in 50µl Tris-HCl Puffer 90mM pH 8,0 pipettiert   
    und für 2min bei 95°C erhitzt. Anschließend wurde langsam abgekühlt,   
    um doppelsträngige DNA zu erhalten. 
2. Die Transkriptionsreaktion wurde in 50µl Transkriptionsmix durchgeführt: 
     1xT7 Transkriptionspuffer 
     1mM rNTP 
     0,1U Pyrophosphatase 
    40U RNase OUT 
 100U T7-RNA-Polymerase 
 200pmol der dsDNA als Matrize 
 auffgefüllt mit Aqua dest. auf 50µl  
3. Anschließend erfolgte die Inkubation des Transkriptionsmixes bei 37°C für  
    2h. 
4. 1U RNase freie DNase wurde zum Transkriptionsmix hinzugefügt und für  
    15min bei 37°C inkubiert. 
5. Die jeweils in einer separaten Reaktion erzeugte Sense- und Antisense-RNA  
    wurden zusammengeführt und für 5min bei 95°C erhitzt. 
6. Anschließend erfolgte die Inkubation bei 37°C für 1h. 
7. Die Mischung wurde mit 6,7µl Natriumacetat 0,2M pH 5,2 und mit 250µl   
    100% Ethanol zur Präzipitation versetzt und anschließend zentrifugiert 




    (10min/10.000xg/4°C). 
8. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und das RNA-Pellet     
    in 50µl RNase freiem Wasser resuspendiert.  
9. Die Messung der Konzentration mit dem Spektrophotometer erfolgte bei   
    280nm. 
 
3.2.3 Transfektion der Zellen mit siRNA 
Unter Transfektion versteht man die Übertragung fremder DNA oder RNA in 
eine eukaryontische Zelle. Dies kann auf verschiedene Art und Weise erreicht 
werden. Eine Möglichkeit ist die Nukleofektion. Dabei handelt es sich um eine 
Kombination von Lipofektion und Elektroporation. Die negativ geladene siRNA 
bindet durch elektrostatische Wechselwirkung an kationisch geladene Lipide, so 
dass es zu einer Komplexbildung kommt. Dieser Komplex kann durch 
Endozytose oder durch Fusion mit der Zellmembran in das Zytoplasma 
aufgenommen werden. Zusätzlich wird die Zellmembran kurzfristig durch 
Stromimpulse permeabel, so dass auch durch diese kleinen Poren die siRNA in 
die Zelle gebracht wird.  
 
Die Nukleofektion erfolgte mit dem Nukleofektor-Kit der Firma AMAXA.  
1. Dazu wurden die Zellen in der 75cm2 Kulturflasche mit 2ml Trypsin 
abgelöst. Die Wirkung des Trypsins wurde mit 200µl FCS antagonisiert.  
2. Die abgelösten Zellen wurden in ein 50ml Röhrchen überführt und 
gezählt.  
3. Anschließend wurde das Volumen für 5x105 RA-SF und 1x106 HeLa-
Zellen in ein 1,5ml Eppendorf-Röhrchen überführt und zentrifugiert 
(10min/200xg/20°C).  
4. Der Überstand wurde dekantiert und das Pellet in 100µl der 
NucleofectorTMSolution aufgenommen. Die Solution für eine Probe setzt 
sich aus 20µl Supplement und 90µl der NucleofectorTM Solution 
zusammen.  
5. Die Nukleofektion der RA-SF erfolgte mi dem Programm U23 für eine 
hohe Transfektionsrate. Die Nukleofektion der HeLa-Zellen erfolgte mit 
dem Programm A28. 
6. Die Kontrollzellen wurden in die Küvette überführt, in das 
Nukleofektionsgerät gestellt und die Nukleofektion wurde gestartet.  




7. Anschließend wurden zu jeder Küvette 500µl vorgewärmtes Medium 
hinzu pipettiert, gemischt und in eine 6-Well Platte mit vorgewärmtem 
Medium überführt.  
8. Die mit siRNA transfizierten Zellen wurden in gleicher Weise behandelt. 
Zusätzlich wurden diese mit 1,4µg der entsprechenden siRNA versetzt. 
Weitere Experimente der siRNA transfizierten Zellen und der jeweiligen 
Kontrollen erfolgten nach  48h. 
 
3.2.4 Isolierung der RNA 
Für den Nachweis der mRNA von Daxx in RA-SF und HeLa-Zellen muss diese 
aus den Zellen isoliert werden. Da die mRNA nicht sehr stabil ist, erfolgte nach 
der  Isolierung die Reverse Transkription. Dabei wurde durch das Enzym 
Reverse Transkriptase mRNA in komplementäre DNA (cDNA) transkribiert. Die 
Durchführung erfolgte laut Angaben des Herstellers. 
 
1. Für die RNA Isolierung wurden 104 Zellen für die weitere Verwendung in 
der Real-Time PCR (TaqMan), in 350µl RLT Puffer mit 1% ß-
Mercaptoethanol lysiert. Dieses Lysat kann bei –80°C eingefroren 
werden oder gleich weiterverwendet werden.  
2. Das Lysat wurde mit dem gleichen Volumen an 70%igem Ethanol 
versetzt, in eine RNeasy mini Säule überführt, welche in ein 2ml 
Eppendorf-Röhrchen gestellt wurde und zentrifugiert 
(30sek./18.000xg/4°C). Das Eluat wurde verworfen. 
3. 700µl RW1 Puffer wurden auf die Säule gegeben und zentrifugiert 
(30sek./18.000xg/4°C). Das Eluat wurde verworfen. 
4. Die RNeasy Säule wurde in ein neues 2ml Eppendorf-Röhrchen 
überführt, anschließend mit 500µl RPE Puffer versetzt und zentrifugiert 
(30sek./18.000xg/4°C). Das Eluat wurde verworfen. 
5. Anschließend wurden erneut 500µl des RPE Puffers in die Säule 
gegeben und zentrifugiert (2min./18.000xg/4°C). 
6. Die Säule wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen gegeben und die 
RNA mit 30µl RNase freiem Wasser eluiert. Es erfolgte der letzte 
Zentrifugationsschritt mit 18.000xg für 1min bei 4°C. 
7. Das erhaltene Eluat wurde mittels Reverser Transkription in cDNA 
transkribiert. 




3.2.5 Reverse Transkription 
Bei der Reversen Transkription wurde die durch RNA Isolierung erhaltene RNA 
mit Hilfe der Reversen Transkriptase in cDNA transkribiert. 
 
Für eine Probe wird ein Ansatz von : 
2,25µl 10x RT Puffer 
4,5µl MgCl2 
4 µl dNTP´s 
1µl Random Hexamer Primer 
0,4µl RNase Inhibitor 
1µl Reverse Transkriptase 
 
benötigt.  
Anschließend wurden 13µl des Transkriptionsmixes mit 15µl der isolierten RNA 
zusammen pipettiert. Die Transkription erfolgte bei 37°C für 1h. Nach der 
Transkription wurde eine Temperaturerhöhung auf 95°C für 5min 
vorgenommen, um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren und damit die 
Reaktion abzustoppen. Die erhaltene cDNA kann sofort weiter verwendet 
werden oder bei –80°C aufbewahrt werden. 
 
3.2.6 Bestimmung der mRNA Expression von Daxx  
Die Bestimmung der mRNA Expression von Daxx erfolgte mittels Quantitativer 
Real Time PCR (TaqMan). Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der 
Amplifikation von DNA mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase (MULLIS u. 
FALOONA 1987). Diese Reaktion umfasst drei Schritte, die zyklisch ablaufen. 
Im ersten Schritt erfolgt die Aufspaltung oder Denaturierung der DNA in ihre 
Einzelstränge durch eine Temperaturerhöhung auf 95°C. Im zweiten Schritt, der 
mit einem Herabsetzen der Temperatur verbunden ist, erfolgt die Anlagerung 
der Primer an die DNA. Dies wird auch als Annealing bezeichnet. Im dritten 
Schritt erfolgt wieder eine Erhöhung der Temperatur auf 72°C zur Optimierung 
der Synthesetemperatur der DNA-Polymerase. Diese lagert dabei die 
komplementären Desoxyribonukleotide an den DNA-Einzelstrang, so dass 
dieser verdoppelt wird. Die Wiederholung dieser drei Reaktionen führt jedes Mal 
zu einer Verdopplung der DNA. Die zur Messung der cDNA genutzte Technik 
der Quantitativen Real Time PCR (TaqMan) macht eine Aussage über die 




Höhe der Expression der entsprechenden DNA. Bei der Quantitativen Real 
Time PCR-Methode wird zusätzlich zu forward und reverse Primer, Nukleotiden 
und Puffer eine spezielle AmpliTaq Gold DNA-Polymerase eingesetzt, welche 
5´Nukleaseaktivität besitzt. Weiterhin wird eine spezielle DNA Sonde (Probe) 
eingesetzt, die zu der detektierenden cDNA komplementär ist und sich an diese 
im Bereich zwischen forward und reverse Primer anlagert. Am 5´Ende der DNA-
Sonde ist ein Reporterfarbstoff und am 3´Ende ein Quencher angebunden. Die 
Funktion des Quenchers liegt darin, die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes 
abzufangen, solange dieser sich in der Nähe befindet. Die Spaltung der DNA 
Sonde, beginnend am 5´Ende durch die DNA-Polymerase, erfolgt während der 
Verdopplung der cDNA. Dadurch entfernt sich der Reporterfarbstoff vom 
Quencher und dies resultiert in einer erhöhten Fluoreszenz des Reporters. Die 
Akkumulation der PCR-Produkte wird direkt durch eine Erhöhung der 
Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes gemessen. Während der PCR regt der 
Laser den ausstrahlenden fluoreszierenden Reporterfarbstoff in jeder Vertiefung 
der ABI PRISMTM Platte an. Die resultierende Fluoreszenz-Emission wird dann 
zwischen 500nm und 660nm gemessen. Das Fluoreszenzsignal wird mit Hilfe 
von Algorithmen in Zyklen umgerechnet. Dabei kann von der Zyklenzahl auf die 
Expression der cDNA geschlossen werden. Die Daten wurden mit Hilfe der 
∆∆CT-Methode berechnet. Dafür wurden zunächst für alle Parameter von Daxx 
und ß-Actin die Mittelwerte der 3-fach Bestimmung errechnet. Anschließend 
wurde die Differenz (∆∆CT) der Zykluszahl von Daxx und ß-Actin gebildet. Da 
sich die DNA von Daxx in jedem Zyklus verdoppelt, wurde die Expression von 
Daxx nach folgender Formel berechnet : 
Expression Daxx = 1/2
∆∆CT Daxx-1 
 
Die mittels Reverser Transkription umgeschriebene cDNA wurde nun in der 
Real Time PCR (TaqMan) weiterverwendet. 





1. Dazu wurden zwei Mischungen für die Parameter DAXX und ß-Actin 
hergestellt. Dabei dient ß-Actin als house keeping gene. Die Messung 
erfolgte in einer 3-fach Bestimmung im 384-Well, wobei je Well 10µl der 
Mischung je Parameter benötigt wurden. Diese setzt sich zusammen 
aus:  5µl PCR-Mastermix 
0,5µl Assay on demand (Primer und Probe für Daxx /ß-Actin) 
4,5µl DEPC Wasser 
 
2. Es wurden 6µl der cDNA mit 30µl der Mischung für die Parameter 
versetzt, wobei jeweils ein Eppendorf-Röhrchen für Daxx und eines für ß-
Actin angesetzt wurden. Aus diesen angesetzten Mischungen wurden je 
3x10µl in das 384-Well pipettiert.  
3. Um eine Kontamination der Mischungen mit Fremd-DNA auszuschließen 
wurden No Target Controls (NTC`s) mitbestimmt. Diese bestehen aus 
der Mischung und RNase freiem Wasser.  
4. Dann wurde die Platte mit einer Folie abgedeckt und 1min bei 800xg, 
20°C zentrifugiert.  
5. Anschließend wurde die Platte in den TaqMan eingelegt, das Gerät 
wurde programmiert und die Messung gestartet. 
  
3.2.7 Induktion der Apoptose und Apoptosemessung 
Die Apoptose der siRNA transfizierten Zellen und deren Kontrollen wurde nach  
Apoptoseinduktion mit rekombinantem humanem FasL (rhFasL) 100ng/ml über 
16h gemessen. 
 
Apoptosemessung mittels Histon-Fragmentations-Assay 
Komplexe aus DNA und Histonen werden als Nukleosomen bezeichnet. In den 
Nukleosomen windet sich die DNA-Doppelhelix um die Histonkomplexe. Dabei 
bilden je 2 Histonmoleküle H2A, H2B, H3 und H4 einen Protein-Komplex 
(Histon-Oktamer). H1 ist in kleineren Mengen vorhanden und nicht mit den 
übrigen Histonen assoziiert. Während der Apoptose entstehen durch die 
Aktivierung von Endonukleasen DNA-Fragmente, die aus dem Zellkern in das 
Zytoplasma gelangen. Hierbei  sind die Nukleosomenbereiche der  DNA etwas 
vor der Spaltung geschützt (BURGOYNE et al. 1974), so dass die Abschnitte 
der DNA zwischen den Nukleosomen als erstes von den Endonukleasen 




gespalten werden. Die entstehenden Mono- und Oligonukleosomen lassen sich 
mit Hilfe eines quantitativen ELISA nachweisen. Dazu werden die Zellen lysiert, 
um die apoptotischen Nukleosomen aus dem Zytoplasma freizusetzten. Nach 
der Zentrifugation werden die im Überstand vorhandenen Nukleosomen in eine 
Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte überführt. Dazu wird eine Lösung aus 
Biotin-konjugierten-Histon-Antikörpern und Peroxidase-konjugierten-DNA-
Antikörpern hinzugegeben und inkubiert. Der Biotin-konjugierte-Histon-
Antikörper bindet an die Histonkomponenten H1, H2A, H2B, H3 und H4 der 
Nukleosomen und ist gleichzeitig über das Biotin an die Mikrotiterplatte 
gekoppelt. Der Peroxidase-konjugierte-DNA-Antikörper bindet an ein- und 
doppelsträngige DNA-Komponenten der Nukleosomen. Nach dem Entfernen 
der ungebundenen Antikörper kann eine quantitative Messung der Apoptose 
durch Zugabe des Enzymsubstrates ABTS, welches durch die Peroxidase 
umgesetzt wird, erfolgen. Durch die Zugabe von ABTS findet eine Farbreaktion 
statt, die anschließend im Photometer  quantifiziert wird. 
 
Nach der Apoptoseinduktion wurden die Zellen aus der 6-Well Platte mittels 
Trypsin abgelöst und gezählt. Anschließend wurden je 10.000 Zellen in 1,5ml 
Eppendorf-Röhrchen überführt. Die Apoptosemessung erfolgte in 
Doppelbestimmung. 
1. Die Röhrchen wurden bei geringer Beschleunigung zentrifugiert 
(10min/200xg/20°C). 
2. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen. 
3. Anschließend wurden je Röhrchen 200µl Lysisbuffer dazupipettiert, 
resuspendiert und für 30min bei Raumtemperatur inkubiert. 
4. Nun erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10min/200xg/20°C) bei 
geringer Beschleunigung. Während dessen wurde das Immunoreagenz 
hergestellt.  
     Je Well wurden :    72µl Inkubationsbuffer       
 4µl Antihiston biotin      
 4µl Anti DNA POD      
 benötigt. 
5. Im Anschluß an das Zentrifugieren wurden je Röhrchen 20µl Überstand 
des Zelllysates abgenommen und in das entsprechende Well der 
Mikrotiterplatte überführt. 
6. Nun erfolgte die Zugabe von 80µl Immunoreagenz, so dass ein 
Gesamtvolumen von 100µl erreicht wurde. Dann wurde die 




Mikrotiterplatte abgedeckt für 2h bei 300rpm und Raumtemperatur auf 
einem Schüttler inkubiert. 
7. Nach der Inkubation erfolgte ein 3maliges Waschen der einzelnen Wells 
mit jeweils  200µl Inkubationsbuffer. 
8. Je Well wurden 100µl ABTS-Solution dazugegeben, die Mikrotiterplatte 
wurde abgedeckt und 15min bei Raumtemperatur bei 300rpm auf dem 
Schüttler inkubiert. 
9. Die photometrische Messung der Extinktion erfolgte bei 405nm und 
490nm Referenzwellenlänge. 
 
Apoptosemessung mittels Propidiumiodid Färbung 
Zur Detektion des apoptotischen Zelltodes können Färbungen des Zellkernes 
eingesetzt werden, da sich schon in frühen Phasen der Apoptose DNA-
Degradierungen darstellen lassen. Hierzu wurden die Zellen fixiert und 
permeabilisiert, so dass die während der Apoptose entstandenen DNA-
Fragmente aus der Zelle gelangen. Die DNA, die noch im Zellkern verbleibt, 
wurde mit dem Farbstoff Propidiumiodid angefärbt. Dieser interkaliert mit 
doppelsträngiger DNA. Durch die Färbung mit Propidiumiodid kann eine 
Bestimmung der DNA-Menge der Zellen und somit eine Analyse des Zellzyklus 
erfolgen. Zellen in der  Mitose besitzen im Gegensatz zu ruhenden Zellen die 
doppelte Menge an DNA. Zellen, die sich in der Synthesephase befinden, 
besitzen einen DNA-Gehalt, welcher sich zwischen dem der ruhenden und der 
mitotischen Zellen befindet. Apoptotische Zellen besitzen nur noch geringe 
Anteile an intakter, doppelsträngiger DNA. Während der durchflusszyto-
metrischen Untersuchung kann durch den Vergleich der Fluoreszenz-
intensitäten der Zellen eine Zuordung zu einer bestimmten Zellzyklusphase 
durchgeführt werden. 





1. Nach der Induktion der Apoptose wurden die Zellen abgelöst. Dazu 
wurde der Zellüberstand in 50ml Röhrchen gesammelt, danach erfolgte 
ein zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS, dieser Überstand wurde 
ebenfalls in die Röhrchen pipettiert. Dann wurden die Zellen mittels 
Trypsin für 5min bei 37°C abgelöst, in das Röhrchen überführt und die 
Wirkung des Trypsin mit FCS antagonisiert.  
2. Anschließend wurden die Zellen zentrifugiert (5min/700xg/20°C).  
3. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1ml Waschpuffer (1x 
PBS mit 1%FCS) resuspendiert, in ein 1,5ml Eppendorf-Röhrchen 
überführt und erneut zentrifugiert (5min/700xg/20°C).  
4. Der Überstand wurde vollständig abgesaugt und die Zellen wurden durch 
tropfenweises Zugeben von 1ml 70%igem eiskaltem Ethanol, unter 
mehrmaligem mischen, fixiert. Diese Zellsuspension sollte mindestens 
für 2h bei –20°C inkubiert werden und kann bis zur weiteren Verwendung 
bis zu 30 Tagen bei –20°C gelagert werden. 
5. Nach der Inkubation bei –20°C wurde die Zellsuspension zentrifugiert 
(10min/700xg/20°C).  
6. Der Ethanol wurde mittels Saugpumpe abgenommen und  das Pellet 
wurde mit 1ml Waschpuffer gewaschen und zentrifugiert 
(10min/700xg/20°C).  
7. Der Überstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 500µl 
Permeabilisierungspuffer (1xPBS mit 1%FCS und 0,2% Triton X-100) 
resuspendiert, 5min auf Eis inkubiert und zentrifugiert 
(10min/700xg/20°C).  
8. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet in 1ml Waschpuffer 
gewaschen.  
9. Das erhaltene Pellet wurde in 300µl DNA-Färbelösung resuspendiert, in 
ein Facs-Röhrchen überführt und für 30min bei Raumtemperatur unter 
Lichtabschluss inkubiert.  









3.2.8 Subzelluläre Untersuchung der Lokalistion von Daxx mittels 
Immunfluoreszenz und Immunzytochemie 
Die Bestimmung der subzellulären Lokalisation von Daxx erfolgte mittels 
konfokaler Laserscan-Mikroskopie. Hierzu wurden die Zellen nach der 
Kultivierung auf Deckgläschen fixiert und anschließend permeabilisiert. Um 
unspezifische Bindungen der Antikörper zu verhindern, erfolgte das Blockieren 
mit Rinderserumalbumin (BSA). Danach erfolgte die Inkubation mit dem 
primären Antikörper, welcher sich an das spezifische Protein bindet. Der 
sekundäre Antikörper ist gegen die Spezies gerichtet, aus welcher der primäre 
Antikörper gewonnen wurde und bindet somit an diesen. Der sekundäre 
Antikörper ist mit einem Farbstoff konjugiert und kann durch Anregung mit Licht 
spezieller  Wellenlänge in der Immunfluoreszenz sichtbar gemacht werden. 
Die Durchführung erfolgte nach folgender Weise : 
1. Die Zellen wurden für die Immunfluoreszenz in 6-Well Platten auf 
Deckgläschen ausgesät. 
2. Nach 24h wurde das Medium abgesaugt, die Zellen auf dem Deckglas 
im 6-Well mit 1xPBS gespült und für 1min bei –20°C inkubiert.  
3. Das PBS wurde abgesaugt, die Deckgläschen mit eiskaltem Methanol 
bedeckt und für 5min. inkubiert, um die Zellen zu fixieren. 
4. Anschließend wurden die Deckgläschen für 30sek in Aceton gelegt, so 
dass die Zellen an der Oberfläche des Deckgläschens sind. 
5. Das Waschen der Zellen erfolgte 3x5min in PBS. 
6. Daran anschließend erfolgte die Permeabilisierung mit 0,1% Triton-X 100 
für 2min. 
7. Nun wurden die Zellen nochmals 3x5min mit PBS gewaschen. 
8. Zum Blockieren wurde 2% BSA in PBS genutzt, in welchem die Zellen 
für 15min inkubiert wurden, um unspezifische Bindungen des Antikörpers 
zu blockieren. 
9. Anschließend erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem primären 
Antikörper für 1h  in der feuchten Kammer. 
10. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen 3x5min mit PBS gewaschen. 
11. Dann erfolgte ein nochmaliges Blockieren der unspezifischen Bindungen 
mit 2% BSA für 15min. 
12. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem sekundären Antikörper für 
1h in der feuchten Kammer. 




13. Der nicht gebundene Antikörper wurde durch 3x5min waschen mit PBS 
weggespült. 
14. Die Deckgläschen wurden dann auf ein Objektträger mit 30 µl 
Einbettmedium aufgelegt.  
Die primären Antikörper Maus IgG und Kaninchen IgG dienen als Negativ-
Kontrolle. 
 













Maus IgG Kaninchen IgG 
polyclonal 















Konzentration 1:200 1:500 1:200 1:500 
 
 3.2.9 Bestimmung der Proteinexpression von Daxx im Westernblot 
Herstellung von Zelllysat 
Zur Untersuchung der Proteinexpression von Daxx war es notwendig, die Zellen 
mittels eines Lysepuffers aufzuschließen, wie anschließend beschrieben. 
 
1. Die Kulturschalen wurden zweimal mit 1xPBS gewaschen, die 
adhärenten Zellen mit Trypsin abgelöst und anschließend zentrifugiert 
(10min/400xg/20°C). 
2. Das Zellpellet wurde mit 100µl Lysepuffer versetzt und für 30min auf Eis 
inkubiert, dazwischen wurde es in regelmäßigen Abständen gemischt.  
3. Im Anschluß an die Lyse erfolgte das Zentrifugieren 
(10min/10.000xg/4°C), um das Lysat von unlöslichen Bestandteilen zu 
trennen. Anschließend wurden die Lysate weiterverwendet oder bei 
–20°C eingefroren. 




Proteinmessung der Zellysate 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Lysaten erfolgte nach der 
Methode von Lowry (LOWRY et al. 1951). Diese basiert auf einer 
Proteinreaktion mit einer alkalischen Kupfersalzlösung und dem Folin-Reagenz. 
Dabei führen zwei Schritte zu einer sichtbaren Farbentwicklung. Als erstes 
findet eine Reaktion im alkalischen pH zwischen dem Protein und dem Kupfer 
statt, so dass anschließend die durch das Kupfer veränderten Proteine zu einer 
Reduktion der Folin Reagenz führen. Die Farbentwicklung ist primär durch die 
Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan bedingt. Diese Aminosäuren reduzieren 
die Folin-Reagenz, so dass die charakteristische blaue Farbe entsteht. Diese 
weist eine  maximale Absorption von 750nm und eine minimale von 405nm auf 
(PETERSON 1979). Die Messung der Extinktion erfolgte zwischen 650nm und 
750nm. Der Proteinstandard wurde aus BSA-Lösungen definierter 
Konzentration erstellt. Er reichte von 0µg/ml bis 3,0µg/ml. Dann wurden 
Doppelbestimmung des Standard und der Proben durchgeführt. Dazu wurden 
5µl Probe oder Standard mit 25µl Mix von 980µl Lösung A und 20µl Lösung S 
versetzt. Zusätzlich wurde dann noch 200µl Lösung B dazupipettiert und für 
5min auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der 
Extinktion und die Berechnung der Proteinkonzentration.  
 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine Methode, mit der Proteine 
entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. SDS bindet mit 
seinem hydrophoben Alkylrest an die hydrophoben Regionen der Proteine, so 
dass die intrinsische Proteinladung durch die Sulfatgruppe des SDS maskiert 
wird. Da das Sammelgel  wesentlich großporiger als das Trenngel ist, erfolgt 
dort eine Beschleunigung und Konzentrierung der Proteine. Dann laufen die 
Proteine an der Grenzschicht auf und werden im Trenngel aufgetrennt. 
Weiterhin wird durch dieses „Auflaufen“ erreicht, dass die Proteinbanden 
schärfer begrenzt sind. 
 
Herstellen der Polyacrylamidgele 
1. Zwei Glasplatten  wurden  gereinigt, mit Spacern versehen und in dem 
Gelständer fixiert. Der Boden wurde dabei durch einen Dichtungsgummi 
abgedichtet.  




2. Das Trenngel wurde angesetzt und vorsichtig zwischen die zwei 
Glasplatten pipettiert. Der Zwischenraum wurde bis etwa 3cm unter den 
Rand der kleineren Platte gefüllt. Das Trenngel wurde anschließend mit 
destilliertem Wasser überschichtet, um einen geraden Abschluß zu 
erhalten. Das Gel wurde für etwa 30-60min bei Zimmertemperatur zum 
Auspolymerisieren stehen gelassen.  
3. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde die Wasserschicht 
abgegossen und bis knapp zur Oberkante der kleineren Glasplatte mit 
Sammelgel gefüllt. Anschließend wurde ein Kamm so eingesteckt, dass 
keine Blasen entstanden. Nach etwa 30-60min wurde der Kamm 
entfernt, das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt, der 
Elektrophoresepuffer eingefüllt und die Taschen mit Elektrophoresepuffer 
ausgespült. 
 
Laden und Starten des Gels 
1. 70µg des Proteinlysates wurden nach der Proteinbestimmung 1:6 mit 6x 
Ladepuffer versetzt und zur vollständigen Reduktion für 5min bei 95°C 
erhitzt und anschließend in die Geltaschen pipettiert. 
2. Der Marker wurde mit einem Volumen von 6µl geladen. 
3. Das Laden des Gels und der Gellauf fanden bei Raumtemperatur statt.  
4. Der Lauf erfolgte bei 60 Volt bis zum Erreichen des Trenngels und wurde 
dann auf 110 Volt erhöht. Der Lauf wurde gestoppt, als sich die Lauffront 
ca. 0,5cm vor dem Ende des Trenngels befand. 
 
Transfer (Westernblot) 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese auf eine 
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran transferiert. Hierbei nutzt man die 
Wanderung geladener Moleküle im elektrischen Feld. Dabei wandern die 
Proteine von der Anode in Richtung der Kathode auf die PVDF-Membran.  
Die Durchführung erfolgte wie anschließend beschrieben :  
1. Eine PVDF-Membran wurde auf die Größe des Gels zugeschnitten, 1min 
in Methanol geschwenkt und dann in Transferpuffer gewaschen. 
2. Das Whatman Papier wurde auf Größe des Gels zurecht geschnitten und 
in Transferpuffer eingeweicht.  




3. Mit einem Skalpell wurde der Bereich des Sammelgels abgetrennt und 
anschließend kurz in den Transferpuffer gelegt.  
4. In der Blotkammer wurden die Komponenten in folgender Reihenfolge 
blasenfrei übereinandergelegt: Whatmanpapier, PVDF-Membran, Gel, 
Whatmanpapier.   
5. Anschließend wurde der Strom eingeschaltet und für 2h bei 10 Volt 
geblottet. 
 
Blocken der Membran 
Da Antikörper auch unspezifisch  binden können, ist es notwendig, alle Stellen 
der Membran, an denen keine Zellproteine gebunden haben, mit einem 
„inerten“ Protein zu blockieren. Nach 2h Transferlaufzeit wurde die Membran 




Nach folgender Weise wurde vorgegangen : 
1. Für die Inkubation mit dem primären Antikörper wurde eine 
Konzentration von 1:1000 für Daxx verwendet. Die PVDF-Membran 
wurde in ein 50ml Röhrchen gelegt, wobei sich die Proteinbehaftete 
Seite innen befand und wurde mit 5ml Antikörperlösung versetzt.  
2. Dieses Röhrchen wurde über Nacht auf einem Schüttler bei 4°C 
inkubiert.  
3. Am nächsten Tag wurde die PVDF-Membran entnommen und in einer 
Plastikschale 3x 10min mit PBS-Tween auf dem Schüttler gewaschen.  
4. Die Inkubation des sekundären Antikörpers erfolgte für 1h bei 
Raumtemperatur in einer Konzentration von 1:5000.  
5. Danach wurde die PVDF-Membran 3x10min in PBS-Tween gewaschen. 
 
Entwicklung der Blots und Kontrolle der Proteinkonzentration 
Die Detektion der Proteine beim Westernblot beruht auf dem Einsatz von 
sekundären Antikörpern, die mit Enzymen, wie in diesem Fall mit Peroxidase, 
gekoppelt sind und dadurch Substrate so umsetzen können, dass ein Farbstoff 
entsteht oder Licht emittiert wird. Der sekundäre Antikörper ist gegen die 
Spezies gerichtet, aus der der primäre Antikörper gewonnen wurde und bindet 




somit an diesen. Die Detektion der Proteine erfolgte über die Peroxidase mit 
dem ECLPlus-Detektionsystem.  
 
1. Die PVDF-Membran wurde aus dem Waschpuffer genommen und 
abgetropft.  
2. Dann erfolgte, unter ständigem Schwenken, eine 5minütige Inkubation in 
der ECLPlus Lösung, die in einer Konzentration von 1:40 angesetzt wurde.  
3. Danach wurde die Membran entnommen, auf einem Papiertuch 
getrocknet und blasenfrei zwischen zwei Klarsichtfolien in eine 
Filmkassette gelegt, wobei sich die Proteinseite oben befand.  
4. In der Dunkelkammer wurde ein spezieller Detektionsfilm aufgelegt. 
Dieser macht die Antikörperbindungsstellen als schwarze Banden 
sichtbar. Die Belichtungszeit des Filmes ist sehr unterschiedlich und 
richtete sich nach dem nachzuweisenden Protein und der Zellart. Sie 
kann von wenigen Sekunden bis zu 20 Minuten betragen. Die 
Markerpositionen wurde von der Membran auf den entwickelten Film mit 
einem Folienstift übertragen.  
5. Zur Prüfung der gleichmäßigen Proteinladung wurde die PVDF-Membran 
nach der Detektion des Proteins Daxx 2x10min in TBS-Tween 
gewaschen, um die Detektionslösung zu entfernen.  
6. Anschließend wurde die Membran 1h bei Zimmertemperatur in dem 
primären Antikörper ß-Actin mit einer Konzentration von 1:10.000 
inkubiert.  
7. Dann erfolgte das Waschen 3x10min in TBS-Tween und die Inkubation 
in dem sekundären Antikörper Anti-Maus mit einer Konzentration von 
1:10.000 für 1h bei Zimmertemperatur.  
8. Daran anschließend erfolgte ein nochmaliger Waschschritt in TBS-
Tween für 3x10min.  
9. Die Detektion der Proteine erfolgte über die Peroxidase mit dem ECLPlus-
Detektionsystem. Dazu wurde die ECL-Lösung 1:40 gemischt, die PVDF-
Membran aus dem Waschpuffer genommen und abgetropft. Dann 
erfolgte ein 5minütige Inkubation in der ECLPlus Lösung unter ständigem 
Schwenken.  




10. Danach wurde die Membran entnommen, auf einem Papiertuch 
getrocknet und blasenfrei zwischen zwei Klarsichtfolien in eine 
Filmkassette gelegt, wobei sich die Proteinseite oben befand.  
11. In der Dunkelkammer wurde ein spezieller Detektionsfilm aufgelegt. 
Dieser machte die Antikörperbindungsstellen als schwarze Banden 
sichtbar. Die Belichtungszeit des Filmes zum Nachweis von ß-Actin 
betrug nur wenige Sekunden. Die Markerpositionen wurden von der 
Membran auf den entwickelten Film mit einem Folienstift übertragen. 
 
 






4.1. Expression von Daxx in RA-SF im Vergleich zu OA-SF 
 
Die Expression von Daxx wurde bei RA-SF im Vergleich zu synovialen OA-SF, 
bei der es sich um eine nichtentzündliche, degenerative Gelenkerkrankung 
handelt, untersucht. Hierzu wurden unstimulierte Zellen verwendet, die, wie in 
Material und Methoden beschrieben, aufgearbeitet wurden. Die Messung der 
Expression von Daxx erfolgte auf transkriptionaler Ebene mittels Quantitativer 
Real-Time PCR (Taqman). Hierbei konnte tendenziell eine geringere 
Expression der Daxx mRNA von RA-SF im Vergleich zu OA-SF gemessen 
werden. Die Unterschiede im Expressionsniveau zwischen RA-SF und OA-SF 
betrugen 19%. Diese Daten wurden in der Abbildung 5 dargestellt. Die 
statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test, wobei keine 
Signifikanz festzustellen war. Der Nachweis der Expression auf Proteinebene 
wurde im Westernblot durchgeführt. Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte wie in 
Material und Methoden beschrieben. Um zu kontrollieren, dass die gleiche 
Menge an Zelllysat verwendet wurde, erfolgte neben der Detektion mit dem 
Daxx Antikörper auch eine Inkubation der Membran mit dem ß-Actin Antikörper. 
ß-Actin wird in allen Zellen gleichmäßig exprimiert und dient somit als 
Ladekontrolle. In Abbildung 6 ist der Westernblot von RA-SF und OA-SF 
dargestellt. Die gleiche Bandenstärke von ß-Actin (unterer Westernblot 
Abbildung 6) mit einem Molekulargewicht von 42kDa zeigt, dass gleiche 
Mengen an Zelllysat aufgetragen wurden. Weiterhin ist zu erkennen, dass Daxx 
(oberer Westernblot Abbildung 6) mit einem Molekulargewicht von 120kDa in 
RA-SF und OA-SF exprimiert wurde. Die Menge an Daxx, die in RA-SF 
exprimiert wurde, ist dabei deutlich geringer als in OA-SF.  





Abbildung 5 Darstellung des Expressionsniveaus der Daxx mRNA in RA-SF(n=5) und 
OA-SF(n=4). Die Zellen wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, lysiert, 
aufgearbeitet und mit Hilfe des TaqMan wurde die Expression bestimmt. Die 
Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung darstellt. Die Statistische 





Abbildung 6 Darstellung von Daxx und ß-Actin im Westernblot in RA-SF und OA-SF. 
In der oberen Reihe ist der Westernblot mit dem Daxx Antikörper inkubiert. Daxx stellt 
sich als 120kDa Bande dar. Der untere Westernblot wurde mit ß-Actin inkubiert, 











4.2 Nachweis der subzellulären Lokalisation von Daxx in RA-SF 
mittels Immunfluoreszenz 
 
Die Immunfluoreszenzdarstellung der RA-SF soll Auskunft über die Lokalisation 
von Daxx geben. Die Aufarbeitung der RA-SF erfolgte wie in Material und 
Methoden beschrieben. Dabei wurde zur Darstellung des Proteins Daxx ein 
monoklonaler primärer anti-Daxx-Antikörper aus der Maus eingesetzt, der 
sekundäre Antikörper war mit CyTM5 konjugiert und wird in der Abbildung 7 grün 
dargestellt. In der Abbildung ist deutlich zu erkennen, dass Daxx eine 
vorwiegende Kernlokalisation aufweist und sich nur in geringem Umfang im 
Zytoplasma darstellen lässt. Das promyeloische Leukämie Protein (PML) wurde 
durch einen polyklonalen primären anti-PML-Antikörper aus dem Kaninchen 
dargestellt. Als sekundärer Antikörper fungierte ein TRITC konjugierter 
Antikörper, welcher sich in der Abbildung 7 rot darstellt. Dabei wird deutlich 
sichtbar, dass PML ausschließlich im Kern lokalisiert ist. Bei der 
Übereinanderlagerung beider Bilder ist eine Kolokalisation von Daxx und PML 
im Zellkern deutlich nachzuweisen. Dies wird ersichtlich durch die Überlagerung 
der beiden Farben Rot und Grün, die sich als gelbe Kerntupfen darstellen. 
Geringe Anteile von Daxx sind auch ungebunden im Zellkern zu sehen. 
 
 
Abbildung 7 Immunfluoreszensmikroskopische Darstellung von Daxx und PML. Im 
linken Bild wurden die RA-SF mit dem monoklonalen Daxx Antikörper inkubiert und mit 
dem CyTM5 anti-Maus Antikörper zur Darstellung gebracht. In der Abbildung  ist Daxx 
grün gefärbt. Im mittleren Bild wurden die Zellen mit dem polyklonalen Antikörper PML 
und dem TRITC anti-Kaninchen Antikörper inkubiert. Hierbei stellt sich PML rot dar. Im 
rechten Bild erfolgt die Übereinanderlagerung der ersten beiden Abbildungen, so dass 
bei einer Kolokalistion der beiden Antikörper gelb resultiert. 




4.3 Expression von Daxx in HeLa-Zellen  und RA-SF nach 
Transfektion mit siRNA gegen Daxx 
Um die Funktion des Kernproteins Daxx in der Regulation der Apoptose von 
RA-SF näher zu klären, erfolgte die Hemmung mittels siRNA. Dabei wurden 
drei verschiedene siRNA mittels T7-RNA-Polymerase, wie in Material und 
Methoden beschrieben, synthetisiert. Die verschiedenen siRNA umfassen 
unterschiedliche Abschnitte auf der mRNA von Daxx. Der komplementäre 
Bereich der siRNA(259-277) zu der Daxx mRNA liegt im Abschnitt von 259-
277Bp, für die siRNA(454-472) ist das der Abschnitt von 454-472Bp und für die 
siRNA(658-676) ist es der Abschnitt von 658-676Bp. Die Untersuchung der 
Funktionsfähigkeit der drei verschiedenen siRNA hinsichtlich ihrer Hemmung 
des Proteins Daxx erfolgte auf transkriptionaler Ebene mittels Quantitativer 
Real-Time PCR(TaqMan) in HeLa-Zellen. Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte 
wie in Material und Methoden beschrieben. Die Messung der mRNA Expression 
erfolgte nach 48h. Die hierbei ermittelten Daten dienten als Vorversuche, um 
herauszufinden, welche siRNA die stärkste Hemmung zeigt. Dabei zeigte sich, 
wie in Abbildung 8 dargestellt, dass die siRNA(259-277) und siRNA(658-676) 
eine geringe Hemmung von Daxx auf mRNA Ebene hervorrufen und die 
stärkste Reduktion der mRNA nach Transfektion mit der siRNA(454-472) 
auftritt. Die Daten wurden als relative Expression von Daxx im Bezug zur 
Kontrolle dargestellt. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurden nur die 
siRNA(259-277) und siRNA(454-472) eingesetzt.  
 





Abbildung 8 Darstellung des Expressionsniveaus von Daxx auf mRNA Ebene in 
HeLa-Zellen (n=1) nach Transfektion mit siRNA gegen Daxx. Die Zellen wurden, wie in 
Material und Methoden beschrieben, lysiert, aufgearbeitet und mit Hilfe des TaqMan  
wurde die Expression bestimmt. Die Ergebnisse wurden als relative Expression im 
Bezug zur Kontrolle dargestellt. 
 
Nach der Bestätigung der Funktionsfähigkeit der siRNA in den Vorversuchen 
wurden die zwei oben erwähnten siRNA in weiteren Messungen in HeLa-Zellen 
und RA-SF eingesetzt. In Abbildung 9 ist die Messung der Expression von Daxx 
auf transkriptionaler Ebene in HeLa-Zellen gezeigt. Die Daten wurden als 
relative Expression von Daxx im Bezug zur Kontrolle dargestellt. Dabei zeigt 
sich, dass durch beide siRNA eine signifikante Hemmung von Daxx 
hervorgerufen wird. 
Sie beträgt für die siRNA(259-277) 11% und für siRNA(454-472)  69% im 
Vergleich zur Kontrolle. Der Nachweis der Expression von Daxx auf 
Proteinebene in HeLa-Zellen, nach der Transfektion mit den zwei siRNA, 
erfolgte im Westernblot. Die HeLa-Zellen wurden, wie in Material und Methoden 
beschrieben, mit siRNA(259-277) und siRNA(454-472) transfiziert. Für die 
Kontrolle wurden untransfizierte HeLa-Zellen eingesetzt. Die Messung der 
Proteinexpression erfolgte nach 72h. Zur Überprüfung, dass gleiche Mengen an 
Protein geladen wurden, erfolgte neben der Detektion von Daxx, eine 
Inkubation der Membran mit dem ß-Actin Antikörper. Da dieses Protein 
gleichmäßig in der Zelle exprimiert wird, dient es als Ladekontrolle für ein 
gleichmäßiges Auftragen der Zelllysate. In Abbildung 10 ist der Westernblot von 




HeLa-Zellen nach der Transfektion mit der siRNA(259-277) und der siRNA(454-
472) dargestellt. Die gleichmäßige Bandenstärke von ß-Actin (unterer 
Westernblot Abbildung 10) mit einem Molekulargewicht von 42kDa zeigt, dass 
gleiche Mengen an Protein verwendet wurden. Die Expression von Daxx 
(oberer Westernblot Abbildung 10) mit einem Molekulargewicht von 120kDa 
zeigt eine gering reduzierte Bandenstärke für die siRNA(259-277) und eine 
stark verringerte Bandenstärke für die siRNA(454-472) im Vergleich zur 
Kontrolle. Das heißt, dass die Expression von Daxx nach der Transfektion mit 
siRNA(259-277) und siRNA(454-472) auf transkriptionaler Ebene, wie auch auf 
Proteinebene, in HeLa-Zellen verringert ist. Dabei ist die Hemmung der 
Expression durch die siRNA(454-472) deutlich stärker ausgeprägt. 
 
 
Abbildung 9 Schematische Darstellung des Expressionsniveaus  von Daxx auf mRNA 
Ebene in HeLa-Zellen (n=3) nach Transfektion mit siRNA gegen Daxx. Die Zellen 
wurden, wie in Material und Methoden beschrieben, lysiert, aufgearbeitet und mit Hilfe 
des TaqMan wurde die Expression bestimmt. Die Ergebnisse wurden als relative 
Expression der Mittelwerte ± Standardabweichung im Bezug zur Kontrolle dargestellt. 
Die Statistische Überprüfung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test und zeigt eine 
Signifikanz (p<0,05). 
 






Abbildung 10 Darstellung von Daxx und ß-Actin im Westernblot in HeLa-Zellen nach 
Transfektion mit siRNA gegen Daxx. Nebeneineinander sind aufgetragen: 
untransfizierte HeLa-Zellen, mit siRNA(259-277) und siRNA(454-472) transfizierte 
HeLa-Zellen. In der oberen Reihe ist der Westernblot mit dem Daxx Antikörper 
inkubiert. Daxx stellt sich als 120kDa Bande dar.  Der untere Westernblot wurde mit ß-
Actin inkubiert, welches ein Molekulargewicht von 42kDa aufweist. 
 
Nach den Untersuchungen der Expression von Daxx in HeLa-Zellen  erfolgten 
weitere Untersuchungen an RA-SF. In Abbildung 11 ist die Expression von 
Daxx, nach der Transfektion mit siRNA, auf transkriptionaler Ebene bei RA-SF 
dargestellt. Die Messung erfolgte 48h nach der Transfektion mit siRNA. Die 
Daten wurden als relative Expression von Daxx in Bezug zur Kontrolle 
aufgeführt. In der Abbildung ist zu erkennen, dass durch beide siRNA eine  
signifikante Hemmung der Expression von Daxx verursacht wird. Sie beträgt 
22% für die siRNA(259-277) und 77% für die siRNA(454-472) im Vergleich zur 
Kontrolle. Die Messung der Proteinexpression von Daxx in RA-SF erfolgte 72h 
nach der Transfektion mit siRNA im Westernblot. Hierbei wurde zusätzlich eine 
mock siRNA eingesetzt, um zu verdeutlichen, dass die siRNA allein keine 
Reduktion des Daxx Proteins verursacht. In der Abbildung 12 ist der 
Westernblot von RA-SF dargestellt. Diese wurden mit siRNA mock, siRNA(259-
277) und siRNA(454-472), wie schon in Material und Methoden beschrieben, 
transfiziert. Die Kontrollzellen sind untransfizierte RA-SF. Zur Kontrolle der 
gleichmäßigen Proteinladung wurde die Membran mit dem ß-Actin Antikörper 
inkubiert. Die gleiche Bandenstärke von ß-Actin (unterer Westernblot Abbildung 
12) mit einem Molekulargewicht von 42kDa zeigt, dass gleiche Mengen an 
Protein aufgetragen wurden. Die Proteinexpression von Daxx (oberer 
Westernblot Abbildung 12) mit einem Molekulargewicht von 120kDa zeigt eine 
gleiche Bandenstärke der siRNA mock und der siRNA(259-277) im Vergleich 




zur Kontrolle. Die Bandenstärke der siRNA(454-472) ist gegenüber der 
Kontrolle deutlich verringert. Das heißt, dass durch die Transfektion mit der 
siRNA(454-472) eine Reduktion der mRNA- und der Proteinexpression von 
Daxx  in RA-SF bewirkt wird. Die siRNA(259-277) zeigt geringe Hemmungen 
auf transkriptionaler Ebene in den RA-SF, die in der Proteinexpression nicht 
mehr deutlich werden. 
 
Abbildung 11 Schematische Darstellung des Expressionsniveaus von Daxx auf mRNA 
Ebene in RA-SF (n=3) nach Transfektion mit siRNA gegen Daxx. Die Zellen wurden, 
wie in Material und Methoden beschrieben, lysiert, aufgearbeitet und mit Hilfe das 
TaqMan wurde die Expression bestimmt. Die Ergebnisse wurden als relative 
Expression der Mittelwerte ± Standardabweichung im Bezug zur Kontrolle dargestellt. 
Die Statistische Überprüfung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test und zeigt eine 
Signifikanz (p<0,05). 
 
Abbildung 12 Darstellung von Daxx und ß-Actin im Westernblot RA-SF nach 
Transfektion mit siRNA gegen Daxx. Nebeneinander sind aufgetragen: untransfizierte 
RA-SF, mit mock siRNA transfizierte, mit siRNA(454-472) und mit siRNA(259-277) 
transfizierte RA-SF. Der Westernblot der oberen Reihe wurde mit Daxx Antikörpern 
inkubiert, wobei sich Daxx als 120kDa Bande darstellt. Die untere Reihe wurde zur 
Überprüfung der Proteinladung mit ß-Actin Antikörper inkubiert, welches bei einem 
Molekulargewicht von 42kDa liegt. 




4.4 Messung der Apoptose in RA-SF und HeLa-Zellen  nach 
siRNA Transfektion 
 
Die Messung der Apoptose erfolgte mittels ELISA im Histon-Fragmentations-
Assay. Der Test beruht auf der quantitativen Messung von Mono-und 
Oligonukleosomen im Zelllysat und wurde, wie in Material und Methoden 
beschrieben, durchgeführt. Zur Auswertung wurde die Apoptosereduktion der  
mit rhFasL stimulierten Zellen dargestellt. Dazu wurden jeweils die siRNA 
transfizierten Zellen mit deren Kontrollen ins Verhältnis gesetzt, so dass die 
Apoptose der Kontrollen 1 ergibt. Dabei resultieren für die Apoptose der HeLa-
Zellen wie in Abbildung 13  folgende Werte : Die Apoptose der siRNA(259-277) 
transfizierten HeLa-Zellen reduziert sich um 16%, die der siRNA(454-472) 
transfizierten HeLa-Zellen reduziert sich um 18% in Bezug zur Kontrolle. Diese 
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (p>0,05). 
 
Abbildung 13 Schematische Darstellung der rhFasL induzierten Apoptose mittels 
Histon-Fragmentations-Assay  bei HeLa-Zellen (n=2) 48h nach Transfektion mit siRNA  
gegen Daxx. Dabei erfolgte die Apoptoseinduktion mit 100ng/ml rhFasL über 16h. Die 
Durchführung der Messung erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben. Die 
Ergebnisse wurden als Relativwerte der Mittelwerte ± Standardabweichung im Bezug 
zur Kontrolle dargestellt. Die Statistische Überprüfung erfolgte mit dem Mann-Whitney 
U-Test und zeigte keine Signifikanz (p>0,05). 
 
Für die Apoptose der RA-SF ergeben sich wie in Abbildung 14 dargestellt 
folgende Werte : Die Apoptose der RA-SF, welche mit der siRNA(259-277) 
transfiziert wurden, reduziert sich um 30%, die der siRNA(454-472) 




transfizierten RA-SF zeigt eine Reduktion um 41% in Bezug zur Kontrolle. 
Diese Ergebnisse waren jedoch nicht signifikant (p>0,05). 
 
 
Abbildung 14 Schematische Darstellung der rhFasL induzierten Apoptose mittels 
Histon-Fragmentations-Assay bei RA-SF (n=3) 48h nach Transfektion mit siRNA 
gegen Daxx. Dabei erfolgte die Apoptoseinduktion mit 100ng/ml rhFasL über 16h. Die 
Durchführung der Messung erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben. Die 
Ergebnisse wurden als Relativwerte der Mittelwerte ± Standardabweichung im Bezug 
zur Kontrolle dargestellt. Die Statistische Überprüfung erfolgte mit dem Mann-Whitney 
U-Test und zeigte keine Signifikanz (p>0,05). 
 
Zur Bestätigung der im Histon-Fragmentations-Assay erhaltenen Daten erfolgte 
eine weitere Darstellung der Apoptose auf Einzelzellebene mittels 
Propidiumiodid (PI) Färbung und der anschließenden durchflusszytometrischen 
Messung im FACScalibur Durchflusszytometer. Die apoptotischen Zellen in der 
PI-Färbung werden in der Abbildung in dem M1 Bereich gezeigt, der den Prä-
G1/G0-Peak darstellt. Diese Zellen zeichnen sich durch eine geringe PI-
Intensität aus, da nur noch wenige Anteile an intakter doppelsträngiger DNA 
vorhanden sind, in der das PI interkalieren kann. Die im M2 Bereich erfassten 
Zellen sind in der Ruhephase, im Zellzyklus als G1/G0-Phase bezeichnet. 
Diese Zellpopulation macht den größten Anteil an gemessenen Zellen aus. Im 
M3 Bereich ist der Anteil der Zellen, die sich in der Synthesephase zur 
Vorbereitung auf die Mitose befinden. Die mitotischen Zellen stellen sich im M4 
Bereich dar, wobei hier die PI-Intensität am höchsten ist, da der Anteil an 
doppelsträngiger DNA aufgrund der Mitose verdoppelt ist. In der Abbildung 15 
ist die Apoptose der HeLa-Zellen mittels Propidiumiodid Färbung dargestellt. 




Die Apoptoserate der Kontrollen beträgt 19,18%, die der siRNA(259-277) 
transfizierten HeLa-Zellen liegt bei 14,89% und die der siRNA(454-472) 
transfizierten HeLa-Zellen bei 12,82%. Damit zeigt sich eine Reduktion der 
Apoptose in siRNA(454-472) tranfizierten HeLa-Zellen. 
 
 
Abbildung 15 Darstellung der rhFasL induzierten Apoptose mittels Propidiumiodid 
Färbung in der durchflusszytometrischen Untersuchung von HeLa-Zellen. Die 
Apoptoseinduktion erfolgte mit 100ng/ml rh FasL für 16h. Hierbei sind von oben nach 
unten dargestellt: die untransfizierten Kontrollen, die mit siRNA(259-277) transfizierten 
Zellen und die letzte Abbildung zeigt die mit siRNA(454-472) transfizierten Zellen. Auf 
der y-Achse ist die Anzahl der Zellen dargestellt. Die x-Achse gibt die Propidiumiodid 
Intensität an, wobei die Intensität nach rechts zunimmt. Die Behandlung und Messung 
der Zellen erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben.  
 
In der Abbildung 16 wird die Apoptose der  RA-SF mittels Propidiumiodid 
Färbung dargestellt. Die RA-SF zeigen hierbei eine Apoptoserate von 10,76% 
in den Kontrollen, die der siRNA(259-277) transfizierten RA-SF beträgt 5,41% 




und die der siRNA(454-472) transfizierten Zellen liegt bei 4,19%. Damit zeigt 
sich eine Reduktion der Apoptose in siRNA(454-472) tranfizierten RA-SF. 
 
 
Abbildung 16 Darstellung der rhFasL induzierten Apoptose mittels Propidiumiodid 
Färbung in der durchflusszytometrischen Untersuchung von RA-SF. Die 
Apoptoseinduktion erfolgte mit 100ng/ml rh FasL für 16h. Hierbei sind von oben nach 
unten dargestellt: die untransfizierten Kontrollen, die mit siRNA(259-277) transfizierten 
Zellen und die letzte Abbildung zeigt die mit siRNA(454-472) transfizierten Zellen. Auf 
der y-Achse ist die Anzahl der Zellen dargestellt. Die x-Achse gibt die Propidiumiodid 
Intensität an, wobei die Intensität nach rechts zunimmt. Die Behandlung und Messung 
der Zellen erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben.  
 




4.5 Untersuchung der mRNA und Proteinexpression von Daxx 
nach TNFα Stimulation 
Die Stimulation der RA-SF mit TNFα erfolgte, da die RA-SF im rheumatoiden 
Synovium einer Stimulation durch TNFα ausgesetzt sind. Die Auswirkungen 
dieser Stimulation auf das Protein Daxx sollen hierbei untersucht werden. Die 
Stimulation erfolgte über 24h mit einer Konzentration von 10ng/ml und 100ng/ml 
TNFα. In Abbildung 17 ist die Messung der mRNA Expression von Daxx nach 
der Stimulation mit TNFα dargestellt. Die Daten wurden als relative Expression 
von Daxx im Bezug zur Kontrolle dargestellt. Die Stimulation mit TNFα zeigt 
eine dosisabhängige Erhöhung der Daxx mRNA Expression. Die RA-SF, die mit 
einer Konzentration von 10ng/ml TNFα stimuliert wurden, zeigen eine  
signifikante Erhöhung um 36%. Für die mit 100ng/ml TNFα stimulierten Zellen 
ergibt sich eine signifikante Erhöhung der Daxx Expression um 66%. 
 
 
Abbildung 17 Schematische Darstellung des Expressionsniveaus von Daxx auf mRNA 
Ebene in RA-SF (n=3) nach Stimulation mit 10ng/ml und 100ng/ml TNFα für 24h. Die 
Zellen wurden wie in Material und Methoden beschrieben aufgearbeitet. Mit Hilfe des 
TaqMan wurde die Expression bestimmt. Die Ergebnisse wurden als relative 
Expression der Mittelwerte ± Standardabweichung im Bezug zur Kontrolle dargestellt.  
Die Statistische Überprüfung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test und zeigt eine 
Signifikanz (p<0,05).  
 




In Abbildung 18 ist die Daxx Expression in RA-SF auf Proteinebene nach der 
Stimulation mit 10ng/ml und 100ng/ml TNFα über 24h dargestellt. Zur Kontrolle 
einer gleichen Ladungsmenge von Protein wurde die Membran mit dem ß-Actin 
Antikörper inkubiert. Dieses Protein wird gleichmäßig in den Zellen exprimiert 
und dient somit als Ladekontrolle. Die Inkubation mit dem ß-Actin Antikörper 
(unterer Westernblot Abbildung 18) mit einem Molekulargewicht von 42 kDa 
zeigt eine gleiche Bandenstärke. Diese zeigt an, dass gleiche Proteinmengen 
verwendet wurden. Die Inkubation mit dem Daxx Antikörper (oberer 
Westernblot Abbildung 18) mit einem Molekulargewicht von 120kDa zeigt eine 
erhöhte Bandenstärke nach der Stimulation mit 10ng/ml und 100ng/ml TNFα. 
Das bedeutet, dass die Stimulation mit TNFα eine erhöhte Expression von Daxx 




Abbildung 18 Darstellung von Daxx und ß-Actin im Westernblot in RA-SF nach 
Stimulation mit 10ng/ml TNFα und 100ng/ml TNF α. Nebeneinander sind aufgetragen: 
unstimulierte RA-SF, mit 10ng/ml TNFα und mit 100ng/ml TNFα stimulierte RA-SF. In 
der oberen Reihe ist der Westernblot mit dem Daxx Antikörper inkubiert. Daxx stellt 
sich als 120kDa Bande dar. Der untere Westernblot wurde mit ß-Actin inkubiert, 
welches ein Molekulargewicht von 42kDa aufweist und der Überprüfung der 
Proteinladung dient.  
 
 
4.6 Messung der  FasL-induzierten Apoptose in RA-SF nach der 
Stimulation mit TNFα 
Die Messung der Apoptose erfolgte mittels ELISA im Histon-Fragmentations-
Assay. Der Test beruht auf der Messung von Mono-und Oligonukleosomen im 
Zelllysat und wurde, wie in Material und Methoden beschrieben, durchgeführt. 
Zur Auswertung wurde die Apoptosereduktion der rhFasL stimulierten Zellen 
dargestellt. Dazu wurden jeweils die TNFα stimulierten Zellen mit deren 




Kontrollen ins Verhältnis gesetzt, so dass die Apoptose der Kontrollen 1 ergibt. 
Für die Apoptose der RA-SF ergeben sich wie in Abbildung 19  folgende Werte: 
Die Apoptose der RA-SF, welche mit 10ng/ml TNFα über 24h stimuliert wurden 
und bei denen anschließend die Apoptose mit 100ng/ml FasL induziert wurde, 
reduziert sich um 10%. Die RA-SF, die mit 100ng/ml TNFα über 24h stimuliert 
wurden, zeigen eine Reduktion der Apoptose um 25% in Bezug zur Kontrolle. 




Abbildung 19 Schematische Darstellung der rhFasL induzierten Apoptose mittels 
Histon-Fragmentations-Assay bei RA-SF (n=4) nach Stimulation mit 10ng/ml und 
100ng/ml TNFα über 24h. Danach erfolgte die Apoptoseinduktion mit 100ng/ml rhFasL 
über 16h. Die Durchführung der Messung erfolgte wie in Material und Methoden 
beschrieben. Die Ergebnisse wurden als Relativwerte der Mittelwerte ± 
Standardabweichung im Bezug zur Kontrolle dargestellt.Die Statistische Überprüfung 













Die RA ist eine Autoimmunerkrankung mit einem chronisch-systemischen 
Verlauf und bevorzugter Manifestation an den Gelenken. Sie zeichnet sich 
durch eine Entzündung der Gelenkinnenhaut, eine abnormale zelluläre und 
humorale Abwehr und synoviale Hyperplasie (GAY et al. 1993) aus. Weiterhin 
zeigt sie eine Destruktion des Knorpel- und Knochengewebes durch Invasion 
der angrenzenden synovialen Fibroblasten (DAVIS 2003). Die Ursache der 
synovialen Hyperplasie ist nicht eindeutig geklärt. Einerseits wird eine erhöhte 
Proliferation der synovialen Zellen, wie Makrophagen und Fibroblasten, 
propagiert. Andererseits wird die Ursache der synovialen Hyperplasie in einer 
veränderten oder unvollständig ablaufenden Apoptose der synovialen 
Fibroblasten gesehen. Die Untersuchungen zur Apoptose zeigen hauptsächlich 
Makrophagen als apoptotische Zellen in der Deckzellschicht, da DNA-
Strangbrüche in den Fibroblasten nur geringgradig nachgewiesen werden 
konnten (FIRESTEIN et al. 1995). In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt 
werden, dass nur 3% der RA-SF morphologische Zeichen der Apoptose 
aufweisen und sich diese Zellen vor allem in den tieferen Schichten des 
hyperplastischen Synoviums befinden (MATSUMOTO et al. 1996). Die 
Hypothese einer veränderten oder unvollständig ablaufenden Apoptose der RA-
SF und einer daraus resultierenden Hyperplasie des rheumatoiden Synoviums 
wird durch Untersuchungen von Michael und Alisa und  Franz et al. unterstützt, 
die eine erhöhte Expression von anti-apoptotischen Molekülen wie Bcl-2 
(MICHAEL u. ALISA 2000) und SUMO-1 (FRANZ et al. 2000) in RA-SF 
gefunden haben.  
SUMO-1 ist ein ubiquitin-ähnliches Protein, das kovalent über eine 
Reaktionskaskade zelluläre Proteine modifiziert (RYU et al. 2000) und nicht, wie 
sein Name vermuten läßt, zu einer Degradation von Proteinen führt. Diese 
Modifikation, auch als SUMOlation bezeichnet, reguliert Protein-Protein 
Interaktionen, subzelluläre Lokalisationen und Aktivitäten dieser Proteine  
(HOFMANN u. WILL 2003) und dient offenbar auch dem Schutz vor Fas-
induzierter Apoptose (RYU et al. 2000). Zu den Proteinen, die durch SUMO-1 
moduliert werden, gehört das PML (MULLER et al. 1998), welches vor allem im 
Kern lokalisiert ist und zusammen mit anderen Proteinen, wie Sp100 und Daxx, 




die PML oncogenic domains bildet (ZHONG et al. 2000). Das Protein Daxx, 
auch als death associated protein bezeichnet, zeigt bei Untersuchungen zur 
Apoptose eine widersprüchliche Funktion. Es konnte gezeigt werden, dass nach 
der Überexpression von Daxx eine erhöhte FasL-induzierte Apoptose in 293 
Zellen (TORII et al. 1999) und HeLa-Zellen (YANG et al. 1997) zu detektieren 
ist. Die erhöhte Empfindlichkeit gegenüber der FasL-induzierten Apoptose, 
nach der Überexpression von Daxx, wird durch die Aktivierung der Apoptose 
Signal-regulierenden Kinase1 (ASK1) erklärt. Die Aktivierung resultiert in einer 
Phosphorylierung und Aktivierung der Jun-N-terminal Kinase (JNK) (CHANG et 
al. 1998), die ihrerseits zu einer Phosphorylierung  von c-Jun führt. Diese 
wiederum reguliert die Transkription von Apoptose-relevanten Genen (ZHONG 
et al. 2000). Andere Untersuchungen zeigen die Bindung von Daxx am 
Fas/CD95 Rezeptor unabhängig von dem Adaptermolekül FADD. Dadurch führt 
Daxx über einen FADD unabhängigen Signalweg zu einer Potenzierung der 
FasL-induzierten Apoptose (CHANG et al. 1999). Die Fas-vermittelte pro-
apoptotische Rolle von Daxx konnte auch in anderen Zelllinien wie BAF3 
nachgewiesen werden (MUROMOTO et al. 2003). Andere Untersuchungen 
zeigen eine anti-apoptotische Wirkung von Daxx in HeLa-Zellen nach der 
Transfektion mit siRNA gegen Daxx (MICHAELSON u. LEDER 2003; CHEN u. 
CHEN 2003). Weiterhin zeigen Daxx defiziente Mäuse eine erhöhte embryonale 
Letalität und eine erhöhte Apoptose in der frühen embryonalen Entwicklung 
(MICHAELSON et al. 1999). Andere Untersuchungen zu Daxx zeigen eine anti-
apoptotische Funktion über die Inhibition des Transkriptionsfaktors p53 (KIM et 
al. 2003). Der Tumorsupressor p53 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation 
des Zellwachstums, bei DNA Reparationen und als Transkriptionsfaktor 
(LEVINE 1997).  Die Induktion von p53 führt entweder zum 
Wachstumsstillstand oder zum programmierten Zelltod, um geschädigte Zellen 
aus dem Zellverband zu eliminieren (SIONOV u. HAUPT 1999). Sionov et al. 
haben gezeigt, dass Daxx und p73, ein Mitglied der p53 Familie, miteinander 
interagieren und Daxx als transkriptionaler Repressor auf die Mitglieder der p53 
Familie wirkt (KIM et al. 2003). 
Die Rolle von Daxx in der Apoptose bei RA-SF sollte in dieser Arbeit näher 
untersucht werden. Die vorliegende Dissertation konzentrierte sich auf die 
Untersuchung der FasL-induzierten Apoptose von synovialen Fibroblasten und 




sollte Aufschluss über Apoptosesignalwege bei der rheumatoiden Arthritis 
geben. Die Lokalisation des Daxx Genes auf dem Chromosom 6 in der MHC 
Region ist ein zusätzlicher Grund für die Untersuchung des Proteins Daxx in der 
rheumatoiden Arthritis. Die MHC Region beinhaltet die Haupthisto-
kompatibilitätsantigene und andere Gene, die bei Autoimmunerkrankungen, wie 
der rheumatoiden Arthritis, involviert sind (KIRIAKIDOU et al. 1997). Die 
Lokalisation des Daxx Genes könnte auf eine wichtige Funktion in der 
Pathogenese der rheumatoiden Arthritis hinweisen. 
Untersuchungen haben gezeigt, dass Daxx ein ubiquitär exprimiertes Protein ist 
(KIRIAKIDOU et al. 1997), so dass sich als erstes die Frage stellte, ob es in 
RA-SF und OA-SF exprimiert wird. Hierzu erfolgte die Messung der mRNA 
mittels Real-Time PCR (TaqMan) und die Untersuchungen der Expression auf 
Proteinebene im Westernblot. Die Expression von Daxx konnten wir in RA-SF 
und OA-SF auf mRNA und Proteinebene nachweisen. Dabei zeigte sich, dass 
die Expression von Daxx auf mRNA und Proteinebene in OA-SF höhere Level 
erreichten als in RA-SF. Baier konnte in vorangehenden Untersuchungen 
nachweisen, dass OA-SF eine höhere Fas-L induzierte Apoptose aufweisen als 
RA-SF (BAIER 2003). Dies könnte nicht nur, wie von Baier nachgewiesen, auf 
eine erhöhte Expression des Apoptose hemmenden Moleküls SUMO-1 in RA-
SF gegenüber OA-SF zurückzuführen sein, sondern auch auf eine geringere 
Expression des pro-apoptotischen Moleküls Daxx. Um diesen Sachverhalt 
genauer zu untersuchen und um funktionelle Daten zur Apoptose und deren 
Regulation durch das Protein Daxx  zu erhalten, erfolgte die spezifische 
Hemmung des Proteins mit der relativ neuen Methode der RNA Interferenz. Der 
Mechanismus der RNA Interferenz ist auf eine sequenzspezifische 
posttranskriptionale Genstilllegung zurückzuführen, welche durch kurze 
doppelsträngige RNA (siRNA) induziert wird (ZAMORE et al. 2000). Die 
Genstilllegung führt zu einem spezifischen Knockdown des Proteins, dessen 
mRNA homolog zu der siRNA ist. Für diese Experimente wurden drei 
verschiedene siRNA gegen Daxx mittels in-vitro Transkription mit Hilfe der T7 
RNA Polymerase synthetisiert (DONZE u. PICARD 2002), die unterschiedliche 
Abschnitte auf der mRNA von Daxx umfassen. Der Effekt der Genstilllegung 
durch die verschiedenen siRNA wurde als erstes in HeLa-Zellen auf mRNA und 
Proteinebene überprüft, da diese Zellen eine hohe Proliferationsrate  aufweisen 




und sich somit gut für die Vorversuche eignen. Die Transfektion der Zellen 
erfolgte durch Nukleofektion (Amaxa). Dabei handelt es sich um eine 
Kombination von Lipofektion und Elektroporation. Die negativ geladene siRNA 
bindet sich durch elektrostatische Wechselwirkung an positiv geladene Lipide, 
so dass es zu einer Komplexbildung kommt. Dieser Komplex kann durch 
Endozytose oder durch Fusion mit der Zellmembran in das Zytoplasma 
aufgenommen werden. Zusätzlich wird die Zellmembran kurzfristig durch 
Stromimpulse permeabel, so dass auch durch diese kleinen Poren die siRNA in 
die Zelle gebracht wird. Die Methode der Elektroporation zur transienten 
Transfektion ist sehr effizient (CHU et al. 1987) und wird mit sehr guten 
Erfolgen bei schwer zu transfizierenden Zellen, wie den RA-SF, eingesetzt. 
Die Untersuchungen zur Expression von Daxx in HeLa-Zellen nach dem 
transienten Gentransfer der siRNA zeigten einen sehr guten Hemmeffekt der 
siRNA(454-472) und einen geringen Effekt der siRNA(259-277) auf die 
Expression von Daxx. Die siRNA(658-676) zeigte nur sehr geringe 
Hemmeffekte und wurde für die weiteren Versuche nicht mehr eingesetzt. Nach 
der  spezifischen  Hemmung in HeLa-Zellen erfolgte der transiente Gentransfer 
der siRNA(259-277) und siRNA(454-472) in RA-SF. Die spezifische Hemmung 
von Daxx wurde auf mRNA und Proteinebene überprüft, wobei die siRNA(454-
472) wieder den stärksten Hemmeffekt zeigte. Nachdem bewiesen werden 
konnte, dass die synthetisierten siRNA den spezifischen Hemmeffekt auf die 
Daxx mRNA und Proteinexpression aufwiesen, wurde Daxx mittels transientem 
Gentransfer der siRNA(259-277) und siRNA(454-472) in HeLa-Zellen und RA-
SF gehemmt und anschließend die Apoptoserate bestimmt. Die Induktion der 
Apoptose erfolgte durch Stimulation mit dem Fas-Ligand (FasL) über 16 
Stunden. Die extrazelluläre Bindung des FasL an den Fas/CD95 Rezeptor führt 
zu einer Rezeptor Trimerisierung (CURTIN u. COTTER 2003; KISCHKEL et al. 
1995). In deren Folge kommt es zu einer Aktivierung der Caspasen-Kaskade 
und die Zellen vollziehen den programmierten Zelltod. 
Die Apoptose wurde mit zwei verschiedenen Methoden quantifiziert. Die eine 
Messung erfolgte mit dem Cell Death Detection ELISA Plus. Dieser Test beruht 
auf dem Nachweis von Mono- und Oligonukleosomen im Zelllysat und hat den 
Vorteil, dass die benötigte Zellzahl mit 1x104 Zellen sehr gering ist. Bei dieser 
Messung werden die FasL-induzierten apoptotischen Zellen mit den 




unstimulierten Zellen verglichen. Da es sich hierbei um einen quantitativen 
ELISA handelt, kann mit dieser Methode keine Aussage auf Einzelzellebene 
getroffen werden. Die zweite Methode der Apoptosemessung, die 
Propidiumiodid Färbung, hat den Vorteil, dass die Apoptose auf Einzelzellebene 
nachgewiesen werden kann. Allerdings werden hierfür mindestens 25x104 
Zellen benötigt.  Die apoptotischen Zellen in der PI Färbung werden  in dem  
M1 Bereich, der als Prä-G1-Peak bezeichnet wird, dargestellt. Diese zeichnen 
sich durch eine geringe PI Intensität aus, da nur noch geringe Anteile an 
intakter doppelsträngiger DNA vorhanden sind, in der das  PI interkalieren kann. 
Für das Messen der Apoptoserate in der Routine wurde der Cell Death 
Detection ELISA Plus eingesetzt. Zur Überprüfung dieser Ergebnisse erfolgte die 
Messung der Apoptose auf Einzelzellebene in der PI Färbung. 
Die Untersuchung der FasL-induzierten Apoptose in HeLa-Zellen im Histon-
Fragmentations-Assay nach der Transfektion mit der siRNA(259-277) und 
siRNA(454-472) zeigte eine Reduktion der Apoptose im Gegensatz zu den nicht 
transfizierten Kontrollen. Diese Ergebnisse konnten auch in der PI Färbung 
bestätigt werden. Dabei zeigte sich, dass die Reduktion der Apoptose mit der 
Hemmung von Daxx korreliert. Je stärker die Hemmung von Daxx durch die 
siRNA war, um so geringer war die Empfindlichkeit für die FasL-induzierte 
Apoptose in den HeLa-Zellen. In der Literatur zeigt sich nach der Transfektion 
von siRNA gegen Daxx mittels Oligofektamin eine Erhöhung der FasL-
induzierten Apoptose (CHEN u. CHEN 2003) in HeLa-Zellen. Die 
unterschiedlichen Ergebnisse der Literatur und der eigenen Untersuchungen in 
der FasL-induzierten Apoptose bei HeLa-Zellen können durch die Verwendung 
verschiedener Methoden der Transfektion erklärt werden. Untersuchungen 
zeigen, dass vor allem die Transfektion mit Oligofektamin, die von Chen und 
Chen verwendet wurde, zu einer veränderten Expression verschiedener Gene 
führt. In deren Folge kommt es zu einer erhöhten  Anzahl von apoptotischen 
Zellen (OMIDI et al. 2003).  
Die Untersuchung der FasL-induzierten Apoptose in RA-SF im Histon-
Fragmentations-Assay nach der Transfektion mit der siRNA(259-277) und 
siRNA(454-472) zeigte eine Reduktion der Apoptose. Diese Daten konnten 
zusätzlich durch die PI Färbung gesichert werden. In den RA-SF bestand eine 
Korrelation zwischen der Effektivität der Genstilllegung der siRNA und der 




Reduktion der Apoptose. Diese Daten belegen eine pro-apoptotische Funktion 
des  Daxx Proteins in den rheumatoiden synovialen Fibroblasten.  
Es gibt unterschiedliche Untersuchungen, die zeigen, über welche 
Regulationsmechanismen Daxx seine pro-apoptotische Wirkung  entfaltet, 
wobei die Mechanismen noch nicht genau geklärt sind. Es wurde gezeigt, dass 
Daxx die transkriptionale Aktivität des Transkriptionsrepressors ETS-1 
unterdrücken kann und somit zu einer verringerten Synthese der Zielgene von 
ETS-1, dem MMP-1 und Bcl-2 führt (LI et al. 2000). Bcl-2 gehört zu einer 
Familie von Proteinen mit anti-apoptotischer Wirkung. Die Hemmung von Bcl-2 
in Fibroblasten führt dazu, dass diese Zellen, bedingt durch eine mitochondriale 
Dysfunktion, die Apoptose vollziehen (PERLMAN et al. 2000). Daxx könnte 
über diesen indirekten Weg der Regulation von Transkriptionsrepressoren als 
pro-apoptotisches Molekül agieren, indem es die Synthese von anti-
apoptotischen Proteinen unterdrückt. Andere Untersuchungen zeigen eine 
Bindung von Daxx am Fas/CD95 Rezeptor, wo es durch die Aktivierung des 
JNK Signalweges die Apoptose erhöht (YANG et al. 1997). Andere Studien 
zeigen, dass Daxx durch die SUMOlation von PML an PML kovalent gebunden 
wird und somit im Zellkern verbleibt (ISHOV et al. 1999; ZHONG et al. 2000; 
GONG et al. 2000). Allerdings wird die SUMOlation von PML durch die SUMO-
1 spezifische Protease SENP-1 reguliert (GONG et al. 2000). Somit kann 
vermutet werden, dass Daxx durch diese Regulation aus der Bindung mit PML 
freigesetzt wird und dadurch die Lokalisation von Daxx verändert wird. Daher 
stellte sich für uns die Frage, wo Daxx in den RA-SF lokalisiert ist. 
Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation von Daxx zeigen 
unterschiedliche Ergebnisse. Einerseits wird Daxx als Protein identifiziert, dass 
an die Fas/CD95 Rezeptor Todesdomäne bindet (YANG et al. 1997). Diese 
Bindung  von Daxx setzt eine Lokalisation im Zytoplasma vorraus. Andere 
Untersuchungen zeigen eine Wanderung von Daxx aus dem Zellkern in das 
Zytoplasma, unter dem Einfluss der überexprimierten Apoptose-Signal 
regulierenden Kinase1 (ASK 1) (KO et al. 2001). Das nuclear localisation signal 
(NLS) von Daxx spricht für eine  vorwiegende Lokalisation von Daxx im Zellkern 
(KIRIAKIDOU et al. 1997). Bei dem NLS handelt es sich um eine spezifische 
Region, die viele basische Aminosäuren enthält und Aufschluss über die 
subzelluläre Lokalisation von Proteinen geben kann (NAKAI u. KANEHISA 




1992). Diese Sequenz deutet daraufhin, dass Proteine vorwiegend im Kern 
lokalisiert sind. Die Vermutung über die vorwiegende Lokalisation von Daxx im 
Zellkern wird durch verschiedene Untersuchungen bestätigt. Diese zeigen, dass 
Daxx im Kern mit verschiedenen Proteinen wie PML (ZHONG et al. 2000), dem 
Centromer Potein CENP-C (PLUTA et al. 1998) sowie den 
Transkriptionsfaktoren ETS-1 (LI et al. 2000) und  Pax3 (HOLLENBACH et al. 
1999) lokalisiert ist. 
Daraufhin untersuchten wir die subzelluläre Lokalisation von Daxx in RA-SF 
mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie (Immunfluoreszenz). Hierbei konnte 
eine vorwiegende Kernlokalisation von Daxx nachgewiesen werden (Abbildung 
7). Nur ein geringer Anteil von Daxx zeigte sich im Zytoplasma. In der 
Abbildung 7, in der PML und Daxx in Überlagerungstechnik dargestellt sind, ist 
deutlich zu erkennen, dass PML und Daxx in RA-SF eine Kolokalisation im 
Zellkern aufweisen. Verschiedene Untersuchungen bestätigen die Ergebnisse 
einer Kolokalisation von Daxx und PML in den PML oncogenic domains (POD) 
in MPEF Zellen und HEp2 Zellen (ZHONG et al. 2000; ISHOV et al. 1999). Bei 
der Kolokalisation spielt das anti-apoptotische Molekül SUMO-1 eine wichtige 
Rolle. Die Modifikation oder SUMOlation von PML durch SUMO-1 ist notwendig 
für eine Bindung von Daxx in den PML Kernkörperchen (ISHOV et al. 1999; 
ZHONG et al. 2000). Untersuchungen mit PML-/- Zellen der Maus zeigen eine 
veränderte Lokalisation von Daxx zu den PML Kernkörperchen (ZHONG et al. 
2000). Eine SUMOlation von Daxx ist aber nicht essentiell für eine Anlagerung 
an die PML Kernkörperchen (JANG et al. 2002). 
Weiterhin sollte im Rahmen der Dissertation geklärt werden, wie sich die 
Stimulation mit TNFα auf die Expression von Daxx auswirkt. Hintergrund dieser 
Überlegung war, dass die synovialen Fibroblasten und Makrophagen der 
Deckzellschicht Zytokine synthetisieren, wie den TNFα (LIU u. POPE 2003). 
Die Stimulation der RA-SF erfolgte über 24 Stunden mit 10ng/ml und 100ng/ml 
TNFα. Anschließend wurde die Messung der mRNA Expression von Daxx und 
die Bestimmung der Expression von Daxx auf Proteinebene durchgeführt. In 
diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es zu einer erhöhten 
Expression von Daxx auf mRNA und Proteinebene kommt, nachdem die Zellen 
über 24h mit TNFα stimuliert wurden. Die Erhöhung der Expression von Daxx in 
RA-SF korreliert mit der TNFα Konzentration, die für die Stimulation der Zellen 




verwendet wurde. Weitergehend stellte sich nun die Frage, ob die TNFα 
Stimulation und die daraus folgende vermehrte Expression von  Daxx in den 
RA-SF Auswirkungen auf die Apoptose hat. 
In den Untersuchungen zur Genstilllegung von Daxx in RA-SF mittels siRNA 
konnten wir zeigen, dass es nach der spezifischen Hemmung von Daxx zu 
einer Reduktion der Apoptose kommt. Diese Ergebnisse bestätigten unsere 
Vermutung einer pro-apoptotischen Funktion von Daxx in RA-SF. Somit müsste 
nach der TNFα Stimulation, die mit einer Erhöhung der Daxx Expression 
einhergeht, eine erhöhte Empfindlichkeit der RA-SF gegenüber der FasL-
induzierten Apoptose zu erwarten sein. Diese Vermutung ließ sich in unseren 
Experimenten nicht bestätigen. Nach der Stimulation mit TNFα kam es zu einer 
reduzierten Empfindlichkeit der RA-SF auf die FasL-induzierte Apoptose, wobei 
die Schwankungsbreite der Apoptoserate sehr hoch war. Das heißt, dass die 
Zellen, die mit 10ng/ml TNFα und anschließend mit FasL stimuliert wurden, 
teilweise eine niedrigere Apoptose aufwiesen als die Kontrolle. Allerdings wurde 
bei einigen Untersuchungen auch eine höhere Apoptoserate in Bezug auf die 
Kontrolle gemessen. Die Schwankungsbreite der Apoptose der Zellen, die mit 
100ng/ml TNFα und FasL stimuliert wurden, war kleiner und zeigte eine 
Reduktion der Empfindlichkeit für die FasL-induzierte Apoptose.  
Warum führte die erhöhte Expression von Daxx nach der Stimulation mit TNFα 
nicht zu einer Erhöhung der Apoptose, sondern zu einer verminderten 
Apoptoserate?  
Hierzu konnte in dieser Arbeit keine genaue Aussage getroffen werden, da die 
Regulation über den TNF-Rezeptor sehr komplex ist. Über diesen Rezeptor 
werden Signalwege aktiviert, die wiederum zur Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren, wie NFkB und AP-1, sowie zur Apoptose und 
Proliferation führen (AGGARWAL 2000).  Auf der anderen Seite ist auch Daxx 
in verschiedene Signalwege involviert. Die Funktionsweise von Daxx in diesen 
Signalwegen sowie die Verbindung zwischen dem TNF-Rezeptor und Daxx 
muß in weiteren Studien noch untersucht werden. 
Die anti-apoptotische Funktion von Daxx wurde vorwiegend in Zellen des 
lymphoiden Systems gezeigt (MICHAELSON u. LEDER 2003).  Mit unseren 
Untersuchungen konnte erstmals eine pro-apoptotische Funktion von Daxx in 
rheumatoiden Fibroblasten nachgewiesen werden. Diese unterschiedlichen 




Ergebnisse über die einerseits pro-apopotische und andererseits anti-
apoptotische Funktion von Daxx implizieren eine zellartspezifische 
Funktionsweise von Daxx.  
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Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine Autoimmunerkrankung mit bevorzugter 
Manifestation an den Gelenken. Die RA ist charakterisiert durch eine 
chronische, systemische Entzündung, eine abnormale zelluläre und humorale 
Immunantwort und eine synoviale Hyperplasie. Die Ursache der synovialen 
Hyperplasie ist noch nicht eindeutig geklärt, aber es wird eine veränderte oder 
unvollständig ablaufende Apoptose der synovialen Fibroblasten vermutet. Die 
vorliegende Arbeit untersucht die Rolle des Apoptosemodulators death 
associated protein (Daxx) in rheumatoiden synovialen Fibroblasten (RA-SF). 
Als erstes wurde die Expression von Daxx in RA-SF gegenüber 
Osteoarthrosefibroblasten (OA-SF) untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, 
dass die OA-SF eine höhere Expression von Daxx auf mRNA und Proteinebene 
gegenüber RA-SF aufweisen. Im weiteren Verlauf erfolgte die Untersuchung 
der subzellulären Lokalisation von Daxx in RA-SF mittels konfokaler Laserscan-
Mikroskopie (Immunfluoreszenz). Dabei zeigte sich, dass Daxx vorwiegend im 
Zellkern und nur zu einem geringen Anteil im Zytoplasma lokalisiert ist. 
Weiterhin zeigte Daxx eine Kolokalisation mit dem Promyeloischen Leukämie 




Protein (PML), welches ausschließlich im Zellkern lokalisiert ist. Nun erfolgten 
die Untersuchungen zur Rolle von Daxx in der Apoptose von RA-SF mittels 
RNA Interferenz (RNAi). Zu diesem Zweck wurden 3 verschiedene small 
interfering RNA (siRNA) synthetisiert, die unterschiedliche Abschnitte auf der 
mRNA von Daxx umfassen. Die Überprüfung der Effektivität der siRNA erfolgte 
auf mRNA Ebene mittels Quantitativer Real Time PCR(TaqMan®) und auf 
Proteinebene im Westernblot in HeLa-Zellen und RA-SF. Dabei zeigte die 
siRNA(454-472) die stärkste Hemmung. In den Untersuchungen zur Apoptose 
in HeLa-Zellen und RA-SF, nach der Hemmung von Daxx durch die siRNA, 
zeigte sich, dass eine stärkere Hemmung von Daxx zu einer verminderten 
Empfindlichkeit der HeLa-Zellen  und RA-SF auf die FasL-induzierte Apoptose 
führt.  
Die RA-SF und Makrophagen der Deckzellschicht synthetisieren Zytokine wie 
den Tumor Nekrose Faktor α (TNFα). Diese Erkenntnis dient als Grundlage zur 
Untersuchung des Einflusses von TNFα auf die Expression von Daxx auf 
mRNA- und Proteinebene. Dabei zeigte sich eine konzentrationsabhängige 
Erhöhung der Expression von Daxx. Als letztes erfolgte die Untersuchung zur 
Apoptose nach der TNFα Stimulation. Hierbei zeigte sich eine Reduktion der 
Apoptose, die von der TNFα Konzentration abhängig war, wobei sich hohe 
Schwankungsbreiten bei der Konzentration von 10ng/ml TNFα zeigten. 
In dieser Arbeit wurde durch die Hemmung von Daxx mittels siRNA eine pro-
apoptotische Funktion des Moleküls in RA-SF nachgewiesen. Diese Ergebnisse 
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Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease primarily affecting the 
joints. RA is characterised by chronic, systemic inflammation, abnormal cellular 
and humoral immune response and synovial hyperplasia. The reason of 
synovial hyperplasia is unclear. There is increasing evidence that a modified or 
incompleted apoptosis of the synovial fibroblasts contributes to synovial 
hyperplasia. 
In this work, we examine the role of Daxx, a modulator of apoptosis in 
rheumathoid synovial fibroblasts (RA-SF). At first, we investigated the 
expression of Daxx in RA-SF compared to OA-SF and showed higher levels of 
Daxx expression on the mRNA and the protein levels in OA-SF compared to 
RA-SF. 
Next, we investigated the subcellular localisation of Daxx in RA-SF with 
confocal laserscanning microscopy. We found a predominat localisation of Daxx 
in the nucleus and only a low fraction in the cytoplasm. 
Furthermore Daxx showed colocalisation with the promyeloic leucemia protein 
(PML), which is localisated exclusivly in the nucleus. 
Based on these data, we examined the role of Daxx in the apoptosis of RA-SF. 





contained different parts of the mRNA sequence. The effectiveness of these 
siRNA was determined on the mRNA level by quantitative real-time PCR and on 
the protein level by Western Blot in HeLa cells and RA-SF. The siRNA(454-472) 
showed the strongest inhibition of Daxx. The inhibition of Daxx  by siRNA 
decreased the susceptibility of HeLa cells and RA-SF to FasL-induced 
apoptosis. 
Furthermore, we examined the influence of TNFα on the expression of Daxx. 
After stimulation of RA-SF with TNFα, we detected a dose-dependent increase 
of the levels of Daxx. This was accompanied by a decreased susceptibility to 
FasL-induced apoptosis. Collectively in this thesis, we demonstrated a pro-
apoptotic role of Daxx in RA-SF. This results should help to identify new 
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